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Einleitung

1 Einleitung

Der Begritf ,,Proteom®, der 1994 von Marc Wilkins bei einer der legendiren 2D Elektrophorese Ta-
gungen in Siena/Italien als Analogie zum ,,Genom® (bzw. zur Genomforschung) geprigt wurde [1, 2],
ist heute aus der biologischen Grundlagenforschung nicht mehr wegzudenken. Die Proteomanalyse ist
mittlerweile eine eigene Forschungsdisziplin mit weltweit etablierten Proteomikzentren, die unter Ver-
wendung unterschiedlichster Analysentechniken bzw. -technologien zur Identifizierung und Quantifi-
zierung aller Proteine, die zu einem bestimmten Zeitpunkt unter definierten Bedingungen in einer Zel-

le, einem Organismus oder biologischen Fliissigkeiten exprimiert sind, angewandt wird.

Das Proteom ist im Gegensatz zum Genom hochdynamisch, d.h., eine sich stetig verindernde ,,Ge-
samtheit™. Nicht alle Proteine einer Zelle sind zur gleichen Zeit exprimiert, sondern sind je nach Bedarf
unterschiedlich hoch- oder herunterreguliert; sie decken einen enormen Konzentrationsbereich von
weniger als 10 bis 10° Molekiilen/Zelle ab, kénnen posttranslational (z.B. durch limitierte Proteolyse,
Anhingen von Zucker-, Phosphat- oder anderen Gruppen) modifiziert sein, und dadurch zusitzlich
unterschiedlichste, z.T. temporire- Funktionen ausiiben. Proteine spiegeln das aktuelle Zellgeschehen
wider und konnen z.B. bei der vergleichenden Proteomanalyse potentielle Biomarker darstellen. Protei-

ne arbeiten in Netzwerken, deren systematische Erforschung in der Systembiologie angestrebt wird.

Mit Einfihrung der hochauflésenden 2D Elektrophorese (2DE) durch O’Farrell im Jahr 1975 [3] zur
Analyse komplexer Proteingemische wurde die Grundlage der klassischen Proteomanalyse gelegt. Der
Ansatz, eine systematische Analyse aller Proteine und deren Kartierung, insbesondere der menschlichen
Proteine (Human Protein Index), durch Verwendung der 2D Elektrophorese durchzufiithren, wurde
bereits Anfang der 1980er Jahren diskutiert [4-7]. Allerdings konnte erst durch die Entwicklung der 2D
Elektrophorese mit immobilisierten pH-Gradienten (IPG-Dalt) durch Gorg ef a/. [8], die fur die Kartie-
rung erforderliche Reproduzierbarkeit und Auflésung erzielt werden. Die 2DE mit IPG’s nach Gorg

[9-16] wurde zur weltweiten Standardmethode fiir die gelbasierende Proteomanalytik.

Ein weiterer entscheidender Schritt in der Proteomanalytik war die in den 1980er Jahren entwickelte
Massenspektrometrie zur Analyse von Proteinen und Peptiden. Mit der ,,Matrix-assisted-laser-
desorption/ionisation” (MALDI) [17, 18] und der ,,Electrospray-ionisation (ESI) [19] Technologie ge-
lang es erstmals, Proteine und Peptide massenspektrometrisch zu analysieren, ohne diese zu zerstoren.
John Fenn sowie K. Tanaka wurden hierfiir mit Nobelpreisen ausgezeichnet. Ab diesem Zeitpunkt war
es moglich, komplexe Proteingemische durch Kombination von 2D Elektrophorese und

Massenspektrometrie aufzutrennen, nachzuweisen und zu identifizieren.

Die stindig wachsenden Referenzdaten aus den Sequenzdatenbanken der Genomforschung tragen da-

zu bei, um eine schnelle Hochdurchsatzanalyse mittels MALDI-MS zu erméglichen. Weitere Technolo-
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gien fur die Proteomanalytik, die groBtenteils komplementir zur klassischen gelbasierenden Proteom-
analyse sind, wurden entwickelt bzw. befinden sich in Entwicklung. Die hochautomatisierte Analyse in
Analogie zu den automatischen Sequenzierungsapparaturen der Genomforschung ist allerdings noch
nicht in Sicht, bzw. auch unwahrscheinlich, angesichts der Komplexitit und Vielfalt der Proteine, Pro-

tein-Proteininteraktionen und letztlich des gesamten ,,Proteinuniversums®.

Obwohl das Hauptanwendungsgebiet der Proteomanalyse ganz klar im Feld der biologischen und me-
dizinisch-pharmazeutischen Grundlagenforschung liegt, beispielsweise zur Aufklirung der molekularen
Mechanismen die zelluliren Prozessen zugrunde liegen, zur Analyse von Protein-Netzwerken, zum
Auffinden von Proteinbiomarkern zur Frithdiagnostik bestimmter Erkrankungen wie z.B. Krebs oder
Diabetes, oder zur Identifizierung von Zielproteinen (Targets) fur die Entwicklung hochspezifischer
Arzneimittel, stellt auch die industrielle Biotechnologie ein wichtiges Forschungs- und Anwendungsge-
biet fiir die unterschiedlichsten ,,-omics*“~Technologien (Genomics, Transkriptomics, Proteomics, Me-
tabolomics, Fluxomics) dar, welche heutzutage verstirkt zur zielgerichteten Optimierung von Produk-
tionsstimmen eingesetzt werden. Die kombinierte Analyse des Proteoms und Metaboloms kann bei-
spielsweise zur Identifikation metabolischer ,,Flaschenhilse® (Engpisse), zur Steigerung der Ausbeute
von Fermentationsprozessen durch Optimierung der Fermentationsparameter oder zur gezielten Ver-
besserung der Syntheseleistungen biologischer Systeme durch ,,Protein design® und ,,Metabolic engi-
neering® eingesetzt werden. Die Entwicklung leistungsfihigerer Produktionsstimme fiir wirtschaftlich
bedeutende Metabolite (z.B. Aminosduren) durch ein gezieltes Eingreifen in Stoffwechselfliisse setzt
jedoch die detaillierte Analyse von Stoffwechselwegen und deren Regulation, sowie die Kenntnis der
daran beteiligten Proteine/Enzyme voraus. Die Entwicklung der oben erwihnten ,,-omics® Methoden
hat dazu beigetragen, dass die Forschung auf diesem Gebiet in den letzten Jahren stark an Dynamik

gewonnen hat.

Einer der wichtigsten biotechnologisch eingesetzten Mikroorganismen ist das Gram-positive Boden-
bakterium Corynebacterinm glutamicum, das seit seiner Entdeckung in den 1950er Jahren eine herausragen-
de industrielle Bedeutung auf Grund seiner Fahigkeit zur Produktion grofler Mengen an Aminosiuren
wie z.B. L-Glutamat und L-Lysin erlangt hat. Neben seiner Bedeutung fiir die Biotechnologie erwies
sich C. glutamicum aufgrund seiner geringen Genomgrof3e und Apothogenitit aullerdem als idealer Or-
ganismus fir die funktionelle Genomforschung bei mycolsiurehaltigen Actimomyceten, zu welchen
auch pathogene Vertreter wie Mycobacterinm tuberculosis und Corynebacterium diphteriae gehoren. C. glutami-
cum stellt als nicht-pathogener Vertreter dieser Gruppe, einen exzellenten Modellorganismus fir die

klinische Forschung, als auch fiir die Biotechnologie dar.
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2 Aufgabenstellung

Da es sich bei Corynebacterinm glutamicum um einen sehr wichtigen L-Lysin und L-Glutamat Produzenten
(mehr als 1,8 Millionen Tonnen Glutamat pro Jahr) handelt, sind genetisch verbesserte Produktions-
stimme zur Steigerung der Ausbeute bei der biotechnologischen Gewinnung von Aminosiduren im
grof3technischen Mal3stab von erheblichem wirtschaflichen Interesse. Obwohl bei C. glutamicum bereits
zahlreiche Untersuchungen auf der Genomebene durchgefiihrt wurden, sind fiir ein verbessertes Ver-
standnis der Stoffwechselwege zur Produktionssteigerung grundlegende Daten aus allen ,,-omics®
Technologien (Genom, Transkriptom, Proteom und Metabolom) erfordetlich. In diesem Zusammen-
hang stellt insbesondere die Proteomanalyse Methoden und Werkzeuge fiir die verschiedensten Frage-

stellungen zur Verfigung:

o Zur Grundlagenforschung des Corynebacterinm glutamicum Proteoms. z.B. unter welchen Umwelt-
und Wachstumsbedingungen sind welche Proteine wie reguliert? Unterschiede zwischen Wild-

typstamm und Produktionsstamm etc.

o Erhoéhung der Ausbeute von Produktionsstimmen durch besseres Verstindnis der auf der Pro-

teinebene ablaufenden Prozesse und der gegenseitigen Beziehung/Regulation der Proteine.

o Corynebacterium glutamicum dient als Modellorgansimus fiir viele grampositive Bakterien mit einem
hohen G+C-Gehalt. Die hier erhaltenen Ergebnisse kénnten auch bei diesen Organismen zur
Beantwortung unterschiedlichster Fragestellungen dienen und zu einem besseren Verstindnis
biologischer Mechanismen in den nahe verwandten humanpathogenen Organismen Corynebacte-
rinm diphteriae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae und den pflanzenpathogenen Vertre-

tern Corynebacterium sepedonicumr und Corynebacterium fascians beitragen.

Ziel der vorliegenden Arbeit im Rahmen eines BMBF Proteom-Forschungsprojektes (Teilprojekt 7 des
Verbundprojekts: ,,Neue Methoden zur Proteomanalyse: Anwendung und Verknipfung mit Metabo-
lomanalysen am Beispiel von Corynebacterinm glutamicum) war die Optimierung der 2D Elektrophorese
mit immobilisierten pH-Gradienten (IPG’s) zur Analyse des Gesamtproteoms von Corynebacterinm glu-
tamicnm zum Nachweis moglichst aller Proteine iiber den gesamten pH-Bereich von 2.5-12 mit maxima-
ler Auflésung, Nachweisempfindlichkeit und Reproduzierbarkeit fir die qualitative und quantitative
Analyse aller (d.h. Proteinkartierung) bzw. differentiell exprimierter Proteine in Abhingigkeit geneti-

scher und physiologischer Bedingungen.
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Im Einzelnen sollten zur Erlangung einer optimalen Auflésung enge, iiberlappende, immobilisierte pH-
Gradienten fur die 2D Elektrophorese generiert, die Trennbedingungen fur stark basische (> pH 10)
Proteine optimiert und der Nachweis gering exprimierter (,,Jow abundance®) Proteine durch entspre-
chende Anreicherungs- bzw. Vorfraktionierungsverfahren in Kombination mit hochauflésenden ultra-
engen pH-Gradienten erméglicht werden. Protokolle/Detergenzien fiir die maximale Solubilisierung
aller Proteine, einschlieBlich hydrophober Proteine sollten gepriift und gegebenenfalls angewendet wer-
den. Mit diesem breit angelegten Ansatz sollten Strategien und Techniken entwickelt werden, die eine
wesentlich detailliertere Untersuchung des C. glutamicum Proteoms als bisher ermdglichen. Unter ande-
rem diente ein Wachstumsvergleich von C. glutamicum in Glucose- bzw. Acetatmedium als Anwen-

dungsbeispiel fiir die genannten Optimierungen.
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3 Proteomik — Kenntnisse und Stand der Technik

3.1 Proteomik

Eines der groflten wissenschaftlichen Forschungsprojekte ging mit der Sequenzierung des menschli-
chen Erbgutes, u.a. durch Craig Venter ez al [20, 21] erfolgreich zu Ende. Ziel des Vorhabens war es,
die auf 25000 geschitzte Anzahl von menschlichen Genen mit seinen circa 3 Milliarden Basenpaaren,
komplett durchzusequenzieren. Mittlerweile wurden durch die Entwicklung schneller automatisierter
Sequenzierungsgerite beinahe fast tiglich Genome einfacher Organismen, wie Bakterien (Escherichia coli,
C. glutamicum) oder Hete (Saccharomyces cerevisiae) als Eukaryontenvertreter, aber auch komplexere Ge-
nome wie von Arabidopsis, Reis, etc. komplett sequenziert.

Im Laufe der letzten Jahre wurde man sich jedoch zusehends dartiber klar, dass Informationen auf der
Genomebene allein nicht fir alle Fragestellungen der Biologie und Medizin ausreichend sind. Die Erb-
information der Lebewesen in Form von Genen stellt einen statischen Zustand fir die Zelle oder den
Organismus dar. Sie verdndert sich nur dann, wenn die DNS durch dulere Einflusse, wie z.B. durch
Strahlung oder Chemikalien, mutiert. Die translatierten Genprodukte, also die Proteine, bilden die dy-
namische Zusammensetzung der Zellen, die den physiologischen Zustand widerspiegeln. Wenn man
zugrunde legt, dass, wie in Abbildung 3-1 dargestellt, nicht immer ein einzelnes Gen ein Protein codiert,
sondern ein Gen auch mehrere Proteine codieren kann, oder mehrere Gene dieselben Proteine codie-
ren kénnen und zudem noch komplexere Konstellationen mdoglich sind, ist es fast unmdoglich, nur aus
der Geninformation eine Aussage Uber den Zustand der Proteine zu treffen. Berticksichtigt man auch
die moglichen Verinderungen an Proteinen nach der Translation, ist die Komplexitit auf Proteinebene
in einer Zelle kaum vorstellbar. Auch Umwelteinflisse, die auf jeden Organismus unterschiedlich ein-
wirken kénnen spielen dabei eine wichtige Rolle. Daher ist es notwendig, den Organismus auf der Pro-
teinebene zu analysieren, um Wechselwirkungen und Stoffwechselvorginge charakterisieren zu kénnen.
Die Zahl der Proteine, die es zu analysieren gilt, ist weit grof3er als zundchst angenommen. Das ,,Dog-
ma“, dass ein Gen ein Protein codiert, wurde ersetzt durch die Erkenntnis, dass bei Eukaryoten etwa 10
Proteine pro Gen zu erwarten sind (vgl. Abb. 3-1). Das bedeutet fir die rund 25000 codierenden Gene
des Menschen eine theoretische Gesamtzahl von mehr als 250000 Proteinen. Die Zahl der Proteine ist
im ibrigen nicht identisch mit der primir abgelesenen genetischen Information, dem Transkriptom.
Durch das Zusammenwirken verschiedener Gene und des unterschiedlichen Zusammensetzens der
Exons nach Entfernen der Introns (Spleissen) sowie der zahlreichen epigenetischen Einflisse entstehen
weit mehr Proteine als zunichst angenommen. Hinzu kommen eine Vielzahl von posttranslationalen

Modifikationen (PTMs), die weder aus dem Genom noch aus dem Transkriptom vorherzusehen sind.
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Expanding the Central Dogma of Molecular Biology

1950s @I)NA — == Protein

Phosphorylation
' Splicing Glycosylation
Alternative Methylation
splicing
Acetylation
Editing
Histone Micro RNAs Phosphorylation
modifications Glycosylation
TDdﬂy DNA = Splicing =2 Proteins Methylation
Other Alternative s‘.]?]icing Acetylation
epigenetic Other catalytic Conformational isomers
factors regulator RNAs Other?

Abbildung 3-1: Komplexitit des Gen-Protein Verhiltnisses

Das Schema spiegelt die potentielle Zahl der Proteine wider.

Als Marc Wilkins 1994 den Begriff ,,Proteom* als Pendant zum ,,Genom® einftihrte, hatte er eine neue,
einpragsame Bezeichnung fir die aufstrebende Proteinanalytik kreiert, die noch weitere Wortschépfun-
gen wie Transkriptomics, Metabolomics, Glycomics etc. zur Folge hatte. Mit der Proteomanalytik, die
nicht nur einzelne Proteine, sondern vornehmlich die Gesamtheit aller Proteine, die zu einem bestimm-
ten Zeitpunkt unter definierten Bedingungen in einer Zelle oder einem Organismus exprimiert sind,
erfasst, hat die Wissenschaft unter Verwendung unterschiedlichster Technologien sich zum Ziel gesetzt,
das statische Abbild des Genoms durch die dynamischen Regulationsnetzwerke der Proteine zu ergin-

zen und zu erklaren.

Die physiologischen Vorginge und die phinotypischen Verinderungen, die Lebewesen wihrend ihres
Dascins erfahtren, sind, obwohl durch die Umwelt beeinflussbar, in den Genen codiert. Sie werden aber
von Proteinen organisiert und durchgefiuhrt, wobei zu verschiedenen Stadien des Zellzyklus unter-
schiedliche Proteine zum Einsatz kommen. Dartber hinaus kann sich ein Proteom durch Einflisse von
auflen verindern. Solche Einflusse koénnen z.B. Temperatur, Stress, Kulturbedingungen (bei Zellkultu-

ren) oder auch Medikamente sein (Abb. 3-2).
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Abbildung 3-2: Genom — Proteom

Das statische Genom im Vergleich zum dynamischen Proteom, welches den aktuellen Zustand einer Zelle widerspiegelt

Ein typisches Beispiel zur Verinderlichkeit des Proteoms ist die Verwandlung einer Raupe in einen
Schmetterling. In Abbildung 3-3 ist rechts ein Schmetterling, ein Exemplar der Spezies Segelfalter, ab-
gebildet. Das Bild links zeigt eine Raupe derselben Art. Diese zwei Erscheinungsformen sind phinoty-

pisch sehr unterschiedlich, obwohl sie das gleiche Genom besitzen. Das Proteom bestimmt das Ausse-

hen und die Form.

Abbildung 3-3: Gleiches Genom - unterschiedliche Proteome

Raupe und Schmetterling der Spezies Segelfalter: ein Genom, unterschiedliche Proteome (Quelle: Corel Draw)
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Die Proteomanalyse beschiftigt sich mit den quantitativ ermittelten Proteinmustern eines Organismus,
einer Zelle oder eines Organells zu bestimmten Zeitpunkten und unter exakt definierten Randbedin-
gungen. Neben der kompletten Analyse von bestimmten Proteomen zur Kartierung aller Proteine dient
die differentielle Proteomanalyse zum Nachweis genetischer oder pysiologischer Unterschiede und zur
Detektion potentieller Biomarker. Man kann zum Beispiel Gewebe von gesunden Personen mit Ge-
webe von Patienten, bzw. Zellen zu unterschiedlichen Stadien des Zellzyklus, oder auch verschiedene
Stimme eines Organismus miteinander vergleichen. Unterschiedliche Proteinmuster stellen sich z.B. in
der 2DE in Form von Intensitits- oder Positionsverinderungen von Proteinspots dar. Diese Unter-
schiede in den Proteinmustern konnen auf unterschiedlich aktivierte Proteine hindeuten, denen wieder-
um wichtige Aufgaben zugeteilt sein kénnten. Sie sind entweder an diesen Verdnderungen beteiligt, als
Ergebnis dieser Verdnderungen entstanden oder abgebaut worden. Solche Proteine sind in der medizi-
nischen Forschung und Diagnostik von sehr grolem Interesse, da man hier mittels Proteomanalyse
Aufschluss iiber die Intensitit und das Fortschreiten von Krankheitsstadien erhilt, oder Vergleiche von
krankem und gesundem Gewebe durchfiihren kann. Durch die gezielte Suche nach solchen Proteinen,
auch ,, Target-Proteine® oder ,,potentielle Biomarker genannt, die mit einem speziellen Zustand assozi-
iert sind, erhofft sich die Forschung Hilfe fur die Diagnose, Prognose und die Therapie von Krankhei-
ten. Auch die pharmazeutische Forschung kann mit Hilfe von Proteomanalysen Wirkstoffe wie Toxine
oder Zytostatika testen oder den Wirkungsmechanismus neuer Antibiotika auf pathogene Organismen
besser vorhersagen. Als weiteres Forschungsgebiet ist hier u. a. die industrielle Biotechnologie zu nen-
nen, bei der die Ausbeute von Fermentationsprozessen durch proteombasierte, optimierte Fermentati-

onsparameter gesteigert werden kann.

Zusitzliche Variabilitit und Vielfalt bringen die co- bzw. posttranslationalen Modifikationen (PTM) der
Proteine mit sich (Abb. 3-4). Mogliche Modifikationen sind unter anderem Phosphorylierungen, Acety-
lierungen, Methylierungen oder Verkniipfungen mit Kohlenhydraten oder Lipiden. Solche Modifikatio-
nen an den Proteinen spielen bei den dynamischen Prozessen auf Proteinebene eine Schlisselrolle und
haben auf die Funktionen und Eigenschaften eines Proteins einen erheblichen Einfluss. Die Erfor-
schung der verschiedenen PTM’s und deren Auswirkungen sind nur mit der Proteomanalyse eindeutig

zu erforschen und zu erklaren.

Auch wenn ,,Proteomics noch eher ein Konzept ist als eine ausgefeilte Technik, zeichnen sich prinzi-
piell geeignete Verfahren ab. Das gesamte Proteom kann durch verschiedene Methoden erfasst werden;
die klassische ist die zweidimensionale Elektrophorese in Kombination mit hochempfindlicher Mas-

senspektrometrie und entsprechenden Datenbanken. Unter dem Begriff ,,Elektrophorese® versteht
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man Trenntechniken, die die Wanderung geladener Teilchen in einem elektrischen Feld ausnutzen. Die
elektrophoretische Mobilitit, das heiBt die Wanderungsgeschwindigkeit, ist dabei direkt proportional
zur Nettoladung der Teilchen und zur angelegten Feldstirke, sowie umgekehrt proportional zur Rei-
bung im umgebenden Medium. Die pK-Werte der geladenen Gruppen und die Molekiilgro3e, sowie
die Art, Konzentration und pH-Wert des Puffers, Temperatur, Feldstirke und Beschaffenheit des Tra-

germaterials beeinflussen die Wanderungsgeschwindigkeit mal3geblich.
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Figure 2 | Mechanism of action of post-translational modifications. Post-translational modifications (PTMs) can
function invarious ways. Protealytic processing leads to activation by cleavage at distinct sites in a protein. In addition,
PTMs might serve as the 'kiss of death’ to tag proteins for destruction — for example, the polyubiquitylation-mediated
degradation of proteins. Alternatively, a PTM might induce conformational changes or form a docking site to mediate
molecular recognition and stabilize protein-ligand and protein—protein interactions. PTMs are also involved in the
sequestration of proteins to cellular organelles and macromolecular structures. PTMs are often transient, which provides a
way to rapidly and dynamically regulate protein activities, the assembly—disassembly of macromolecular complexes and
the translocation of proteins between cellular compartments.

Abbildung 3-4: Post-Translationale Modifikationen (PTMs) von Proteinen und deren Wir-
kungsweise [22]

Wichtig fiir die heutzutage verwendete 2DE Technik war die in den 60iger Jahren des 20. Jahrhunderts
entwickelte isoelektrische Fokussierung (IEF) [23, 24|, die durch den Einsatz von Trigerampholyten
moglich wurde. Dabei wird durch von Verwendung von niedermolekularen, zwitterionischen Trager-
ampholyten ein pH-Gradient im Gel etabliert, in dem die Proteine bis zu dem pH Wert wandern, der
ihrem isoelektrischen Punkt (pI) entspricht (Nettoladung gleich Null) (Abb. 3-5). Da die elektrophoreti-
sche Mobilitit der Proteine von ihrer Ladung abhingt, betragt am pl die Mobilitat null, d.h.das Protein
bewegt sich nicht mehr. Der isoelektrische Punkt ist proteinspezifisch und hingt von der Zahl basi-

scher und saurer Aminosauren ab.
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Abbildung 3-5: Prinzip der isoelektrischen Fokussierung (IEF)

Die schematische Darstellung zeigt zwei verschieden Proteine (A und B) mit unterschiedlichen iso-elektrischen Punkten
(pl = 4.4 bzw. 8.3) und deren Ladungsverhiltnisse wihrend ihrer Wanderung im elektrischen Feld entlang des pH-
Gradienten.

Fast zeitgleich wurde die Elektrophorese mit Natriumdodecylsulfat (SDS) [25] zur Molekulargewichts-
bestimmung von Proteinen eingefithrt. Dabei wird Natriumdodecylsulfat (SDS), ein anionisches Deter-
gens, benutzt, um die Eigenladung der Proteine zu tberlagern. Es bilden sich ab einer bestimmten
SDS-Konzentration Micellen aus, wobei sich die Proteine im Inneren dieser Micellen befinden. Nach
auflen sind nur die negativen Ladungen der SDS-Molekile zu sehen, wodurch eine Aggregation der
Proteine verhindert wird. Durch die Anlagerung von SDS entstehen gestreckte Molekiile, was eine ef-
fektive Trennung der Proteine nach ihrer Grof3e ermdglicht. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes
wandern die mit negativer Ladung ummantelten Proteine zur Anode. In einem bestimmten Gré3enbe-
reich ergibt sich fast lineare Abhingigkeit des Logarithmus der Molekulargewichte und der zuriickgeleg-
ten Strecke der Molekiile. Dadurch ist es moglich, diese Gele mit Proteinstandards zu kalibrieren [26,

27).

Durch Kombination beider Trenntechniken, der isolelektrischen Fokussierung mit Trigerampholyten
unter Zusatz von Detergenzien und Harnstoff und der SDS-Elektrophorese, gelang es O’Farrell erst-
malig, eine hochauflosende 2D Elektrophorese durchzufiihren. Sie wurde zur Grundlage der heutigen 2D
Elektrophorese zur Auftrennung komplexer Proteingemische [3] (Abb. 3-06).

10
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Abbildung 3-6: Prinzip der 2D-Elektrophorese

Die Proteine werden nach zwei unterschiedlichen Parametern getrennt: 1. Dimension (IEF) nach isoelektrischen Punkten
(pI); 2. Dimension (SDS-PAGE) nach Molmasse (Mr)

Die Verwendung von Trigerampholyten begrenzte jedoch das Potential der 2D Elektrophorese fiir die
Proteomanalytik, denn das Profil des mit Trigerampholyten generierten pH-Gradienten ist abhingig
von der Fokussierungszeit und der Produktionscharge. Des Weiteren bildet sich mit fortschreitender
Fokussierungszeit ein pH Plateau aus, d.h. durch Abwanderung der alkalischen Triagerampholyte zur
Kathode flacht der pH-Gradient in der Mitte ab (d.h. er verliert seine Linearitit), und basische Proteine
gehen durch die sog. Kathodendrift verloren. Der mit Trigerampholyten gebildete pH-Gradient tiber-
steigt letztlich nicht den pH Wert von 7,5. Aus diesen Griinden fihrte O’Farrell zur Trennung basi-
scher Proteine die ,,non equilibrium pH-Gradient gel electrophoresis® (NEPHGE [28]) ein, die nur
kurze Fokussierungszeiten verwendet und damit auf die Fokussierung bis zum Gleichgewicht (d.h. bis

zum Erreichen eines konstanten Proteinmusters) verzichtet.

Um die Nachteile der Triagerampholytfokussierung und der dadurch bedingten mangelnden Reprodu-
zierbarkeit der 2DE Muster zu beheben, wurde das Konzept der immobilisierten pH-Gradienten (IPG)
1982 [29] eingefithrt und die 2D Elektrophorese mit IPGs entwickelt [8]. Die von Gorg ef al. [8] etab-
lierte 2D Elektrophorese mit IPGs wurde fortlaufend optimiert [9-15] und ist heute Standardmethode

der gelbasierenden Proteomanalytik.

11
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3.2 2DE mit immobilisierten pH-Gradienten (IPG-Dalt)

Die 2D Elektrophorese mit immobilisierten pH-Gradienten (IPG-Dalt) nach Gorg et al. [8-10, 12-14],
ist bis dato die Grundlage der klassischen, gelbasierenden Proteomanalytik. Diese Technik beruht auf
der Verwendung von Immobilinen™ [29], einem Patent der damaligen Firma LKB Schweden. Es han-
delt sich hierbei um Acrylamid-Derivate, die neben der reaktiven C=C Doppelbindung eine puffernde
Gruppe, z.B. eine Carboxyl- oder eine tertidre Aminogruppe tragen (Abb. 3-7). Die Immobiline werden
nach Etablierung eines pH-Gradienten wihrend des Gievorgangs des Gels in die Acrylamidmatrix mit
einpolymerisiert (Abb. 3-7), somit ist der pH-Gradient fest verankert und unabhingig von der Fokus-

sierungszeit, d.h. sprichwortlich ,,immobilisiert™.

pK Formula MName M,
CH
1.2 Vi 2-Acrylamido-2- 207
CH,=CH-CO-NH-C-CH, methylpropane
sulfonic acid
CH,-SOH
3.1 CH,=CH-CO-NH-CH-COOH 2- Acrylamido 145
| glycolic acid
OH
3.6 CH_=CH-CO-NH-CH_-COOH N-Acryloyl-glycine 129
4.6 CH;=CH-CO-NH-(CH,),-COOH 4-Acrylamido- 187
butyric acid
62 oo oo o /7 \_ 2-Morpholino 184
FPCHCO- NS, /0 ethylacrylamide
S \ - Mor
7.0 CH,=CH-CO-NH-(CH,),- N o 3- Marpholino , 199
\ / propylacrylamide
B.5 CH=CH-CO-NH-(CH,),-N-CH, N, N- Dimethyl 142
CH, aminoethy|
acrylamide
9.3 CH=CH-CO-NH-{CH,)-N-CH, N.N- Dimethyl 156
CH, aminopropyl
acrylamida
10.3  CH=CH-CO-NHHCH,)-N-C;H, N.N- Diethy! 184
CH, aminopropyl
acrylamide
>12 CM, N,N,N- Triethyl 198
CH=CH-CO-NH-CH,),-N-C,H, aminoethy|
C.H, acrylamide

Abbildung 3-7: Struktur der Immobiline [30] und deren Vernetzung in der Acryl-amidmatrix
zur Formung eines zeitstabilen, immobilisierten pH-Gradienten (IPG)

Zur Zeit sind zehn verschiedene Immobiline-Spezies zwischen pK 1 und 13 erhaltlich (Abb. 3-7). Die-
se reichen aus, um nahezu jeden beliebigen IPG zwischen pH 2.5 und pH 12 zu generieren. Um den
gewtinschten pH-Wert zu erhalten, wird das Mischungsverhaltnis der verwendeten Immobiline durch
Anwendung der Henderson-Hasselbalch-Gleichung berechnet, entsprechend dem Prinzip einer Sdure-
Base-Titration. Der pH-Gradient entsteht dann durch die kontinuierliche Verinderung des Immobili-
ne-Mischungsverhiltnisses wihrend des GieB3ens der Gele mit dem Gradientenmischer [29]. Fur kom-

plexe pH-Gradienten erfolgt die Berechnung mit Hilfe von speziellen Computerprogrammen [31-33].

Die GieBtechnik fur IPGs und die Herstellung der auf Plastikfolie polymerisierten IPG-Streifen (Abb

3-8) wurden von Gorg et al.[8] entwickelt und von LKB (Schweden) in Produktion genommen. Heute

12
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werden die IPG-Streifen mit unterschiedlichsten pH-Gradienten und Trenndistanzen von mehreren

Firmen (GE Healthcare, Bio-Rad, Serva) produziert.

IEF in individual IPG gel strips

T A

’ 180 mm .
3 mm | [TEF[SL -1] B
sample

gel - :
sample holder plastic film

Gorg, A. Nature 1991 349:545-46
Abbildung 3-8: Geometrie des IPG Gel Streifens

Erhohte Reproduzierbarkeit der IEF mit IPGs: (i) Dimensionsstabilitidt durch Trigerfolie (i) Zeit- und (iii) Produktionschargen-
unabhingiger pH-Gradient [34]

3.3 Entwicklung mal3geschneiderter IPGs

Das perfekte 2DE-Gelsystem sollte eine robuste, wenig storanfillige Methode zur Analyse eines grof3t-
moglichen pI- und M,-Bereichs sein, idealerweise mit einer maligeschneiderten IPG-Dimension, die
perfekt auf die Hiufigkeitsverteilung der Proteine hinsichtlich ihrer pI‘s abgestimmt ist. In den letzten
Jahren wurde die 2DE Elektrophorese mit IPGs [8, 12] kontinuierlich verbessert. Beispielsweise
wurden IPGs bis pH 12 entwickelt, die eine reproduzierbare Trennung von Proteinen mit pIs bis 11.7
ermoéglichen und so den Nachweis basischer Proteine wesentlich etleichtern [11]. Analog wurden IPGs
mit engen pH-Intervallen und verlingerter Trenndistanz entwickelt (z.B. 1 pH-Einheit tber eine
Trenndistanz von 24 cm), welche eine deutlich bessere Auflésung gestatten als die tiblicherweise einge-
setzten weiten pH 3-10 oder pH 4-7 Gradienten [8-10, 12-14, 35-38]. Ein zusitzlicher Nutzen dieses
Ansatzes besteht darin, dass sich damit eine Kombination mit einer Protein-Vorfraktionierungstechnik
eine hohere Proteinbeladungskapazitit erzielen ldsst, und dadurch einen besseren Nachweis von niedrig

abundanten Proteinen erlaubt.

Die Identifizierung aller in einem bestimmten Zelltyp exprimierten Proteine stellt aufgrund ihrer extre-
men Konzentrationsunterschiede ein erhebliches Problem dar. Proteomstudien haben gezeigt, dass die
Mehrzahl der auf 2DE-Gelen identifizierten Proteine sogenannte "house-keeping"-Proteine sind. Diese
Proteine kommen in Mengen von 10°-10° Molekiilen pro Zelle vor, wihrend z.B Rezeptoren nur in
Mengen von wenigen (10 bis max. 100) Kopien pro Zelle vorhanden sind. Bisher gelang es nur in Aus-
nahmefillen auf 2DE-Gelen Proteine mit einem Codon Bias-Wert < 0.2 zu identifizieren, welcher als

Grenzwert fur geringe Abundanz definiert wurde [39]. Wenn man bedenkt, dass z.B. mehr als die Half-

13
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te der iber 6000 Genprodukte der Hefe . cerevisiae einen Codon Bias Index < 0.2 aufweisen, erscheint
es unwahrscheinlich, dass alle S. cerevisiae Proteine ohne vorherige Anreicherung auf 2DE-Gelen sicht-
bar gemacht werden kénnen. Nachweislich waren bei den bisherigen Untersuchungen des S. cerevisiae
Proteoms durchschnittlich nur etwa 1000-1400 Spots im pH-Bereich zwischen 4-8 zu finden [39]. Die-
se Anzahl entspricht ca. 20%, der aus dem Hefegenom theoretisch zu erwartenden und etwa 30%, der

unter den gegebenen Wachstums- und Umweltbedingungen exprimierten Proteine.

Ein Grund fur die relativ geringe Anzahl nachweisbarer Proteine auf 2DE-Gelen sind Spots, die mehr
als ein Protein enthalten. Dies tritt auf, wenn weite pH-Gradienten (z.B. pH 3-10) eingesetzt werden,
um einen Uberblick tiber das Proteom eines Organismus zu erhalten. Ein Loésungsansatz zur Verbesse-
rung des Auflosungsvermogens besteht, wie bereits oben erwihnt, in der Verwendung iiberlappender

IPG-Streifen mit verlingerter Trenndistanz, welche enge pH-Bereiche abdecken [36].

Eine zusitzliche Herausforderung fiir die Proteomanalyse ist die ungleichmi@ige Héaufigkeitsverteilung
von Proteinen, beziiglich ihrer isoelektrischen Punkte und Molekulargewichte innerhalb eines Prote-
oms. Das kann nicht nur anhand der aus den Genomsequenzen theoretisch errechneten pl‘s und Mr’s
abgeleitet, sondern auch experimentell mittels 2D Elektrophorese bestitigt werden [36]. Mit Hilfe der
IPG-Technologie ist es bei Einsatz entsprechender Computerprogramme [31-33] prinzipiell méglich,
den Verlauf des pH-Gradienten in IPG-Streifen innerhalb gewisser Grenzen nahezu beliebig zu wih-
len. Infolgedessen bietet sich zur Erth6hung des Auflésungsvermogens die Verwendung maligeschnei-
derter, idealerweise nichtlinearer IPGs an. Dabei sollte der Verlauf des pH-Gradienten so gestaltet wer-
den, dass er der Haufigkeitsverteilung der Proteine optimal angepasst ist; d.h. Regionen mit einer gro-
Ben Anzahl an Proteinen werden ,,gespreizt™, wihrend Bereiche, in denen nur eine geringe Anzahl von
Proteinen zu erwarten ist, ,,gestaucht werden. Verschiedende Softwareprogramme, die die Berechnung
und Optimierung von nichtlinearen, konkaven und konvexen exponentiellen Gradienten ermdéglichen,
sind in der Literatur beschrieben und teilweise auch kommerziell erhaltlich [31-33]. Die Hauptschwie-
rigkeit liegt allerdings weniger in der Berechnung entsprechender Gradienten, als vielmehr im zeit- und

arbeitsaufwindigen Austesten und Optimieren der Rezepturen.

Mit der IPG-Technologie steht eine hochadaptive Analysentechnik zur Auftrennung nahezu aller zu

erwartender Proteine zur Verfiigung.

3.4 Auftrennung, Detektion und Identifikation von basischen Proteinen

Die Notwendigkeit der Auftrennung basischer Proteine zeigt sich darin, dass tber ein Drittel aller Pro-
teine, z.B. von Corynebacterinm glutamicum, isoelektrische Punkte > 7 aufweisen. Bis vor kurzem war die
2D elektrophoretische Trennung stark alkalischer Proteine nur mit groen Einschrinkungen mdglich,
da die vorhandene Technik, die sogenannte Non-Equilibrinm-pH-Gradient-Electrophoresis (NEPHGE) 28]
14
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keine Gleichgewichtsfokussierung darstellte und somit keine reproduzierbaren Trennungen zulief3. Erst
die IPG Technologie ermdglichte die reproduzierbare Auftrennung stark basischer Proteine in echten
,»steady-state® Fokussierungen [10, 11]. Durch Weiterentwicklung dieser Technik ist es heute méglich,
relativ einfach zu handhabende IPG-Streifen mit weiten pH-Gradienten (z.B. IPG 3-12) [10, 35] fir die
Trennung basischer Proteine einzusetzen. Im Gegensatz dazu stellen enge, basische IPGs (z.B. IPG 6-
12, 9-12 oder 10-12) weiterhin eine Herausforderung fiir die Routineanalytik dar. Auch in neueren Pub-
likationen [40, 41] wird immer noch darauf hingewiesen, dass basische pH-Gradienten bzw. zoomz-in
Gradienten im basischen Bereich [35, 37] nicht zu den Standardfokussierungsmethoden zdhlen. Bei
basischen pH-Gradienten gibt es mehrere Probleme zu bewiltigen: Finerseits tritt das Phinomen des
reversen elektro-endoosmotischen Wasserflusses in Richtung Anode auf, andererseits wandert DTT in
Richtung Anode und kann somit im basischen Bereich nicht mehr als Reduktionsmittel dienen. In ver-
schiedenen Publikationen wurden Losungsansitze aufgezeigt, die die IEF im alkalischen Bereich ver-
bessern bzw. vereinfachen sollten, z.B. durch Verwendung von N,N-dimethylacrylamid, Beimengen
von Isopropanol, Carboxymethylcellulose und Glycerin [11], Ersetzen von DTT durch Tribu-
tylphosphin oder Hydroxyethyldisulfid (DeS#reak'")[42, 43] und/oder die Erhohung der Voltzahl bei
der IEF, um eine kiirzere Gesamtfokussierungszeit zu erzielen [11, 35]. Die IEF im basischen bzw.
stark basischen Bereich bleibt eine Herausforderung, und es besteht immer noch die Moglichkeit bzw.

die Notwendigkeit der Optimierung und Standardisierung.

3.5 Vorfraktionierungsverfahren

Mit Hilfe der in Kapitel 3.3 angesprochenen zoom-in pH-Gradienten kann die Auflésung der 2DE stark
erhoht werden. Allerdings ist die Proteinbeladungskapazitit von IPG-Streifen -bedingt durch den Auf-
bau der Fokussierungsapparatur- u.a. aufgrund des limitierten Probenauftragevolumens begrenzt. Mit
Vorfraktionierungsmethoden wird versucht, diese Einschrinkung zu umgehen [44, 45]. Eine von Gorg
et al. [46] entwickelte Vorfraktionierungsmethode mit dem Trennmaterial Sepharose (Sephadex™) stellt
eine schnelle, 2DE kompatible und kostengiinstige Alternative zu teuren Vorfraktionierungsapparatu-
ren (z.B. Rotofor) dar. Durch Vorfraktionierung ist es moglich, Proteine zu detektieren und zu analysie-
ren, die nur in sehr geringen Mengen in Organismen vorkommen, so genannte ,Jow-abundance Protei-
ne‘ (z.B. Rezeptorproteine). Diese Proteine spielen hiufig eine entscheidende Rolle bei der Signaltrans-
duktion und bei Krankheitsprozessen. Die Bestrebungen zielen deshalb heutzutage darauf ab, mog-
lichst viele von ihnen in der jeweiligen krankheitsbezogenen Fragestellung zu finden. Die Weiterent-
wicklung und Verbesserung von Analyseverfahren, insbesondere von Vorfraktionierungsmethoden, ist
infolgedessen sehr wichtig, um ein Instrument zu erhalten, mit dem man alle Proteine erfassen kann,

auch diejenigen, die sehr gering exprimiert sind.
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3.6 Vorteile der Proteindetektion mit fluoreszierenden Farbstoffen

Zwar ist es durch Vorfraktionierung moglich, die so genannten low-abundance Proteine anzureichern,
jedoch kommen sie auch nach der Anreicherung immer noch in sehr geringen Mengen in der Probe
vor. Da andere Proteine in derselben Probe tblicherweise in viel héheren Konzentrationen vorliegen,
benotigt man Detektionsverfahren, die einen groflen linearen dynamischen Bereich aufweisen (idealer-
weise finf GroBenordnungen), damit man sowohl gering als auch stirker exprimierte Proteine detektie-
ren und quantifizieren kann. Die oft verwendeten Fiarbemethoden wie z.B. Silber- oder Coomassie
Blau-Firbungen sind hierfiir nicht besonders geeignet. Silberfiarbungen sind zwar sehr sensitiv (Nach-
weisgrenze < 1 ng/Protein pro Spot), verfligen aber nur tber einen relativ engen linearen dynamischen
Bereich (< 1 Grofenordnung), so dass man bei gréfleren Proteinmengen schnell in den Sittigungsbe-
reich gerit, weshalb quantitative Aussagen nur eingeschrinkt méglich sind. Coomassie Blau-Firbungen
verfiigen tiber einen etwas gofleren dynamischen Bereich (maximal 1,5 GroB3enordnungen), aber ihr
Einsatzgebiet ist aufgrund ihrer geringeren Nachweisempfindlichkeit (max. 50 ng/Protein pro Spot) auf
Gele mit hohen Proteinkonzentrationen beschrinkt, z.B. fir die Proteinidentifizierung mittels Mas-

senspektrometrie.

Detektionsverfahren mit fluoreszierenden Farbmolekilen bieten hier groe Vorteile. Einerseits sind sie
sehr sensitiv (Nachweisgrenze ca. 1 ng Protein / Spot), andererseits iiber einen groB3en Bereich (ca. 3-4
GroBenordnungen) linear, d.h. sie erlauben die Detektion und Quantifizierung niedrig exprimierter
Proteine auch in Gegenwart gro3erer Mengen anderer Proteine. Bei der Verwendung fluoreszierender
Farbstoffe unterscheidet man prinzipiell zwei Methoden: a) das kovalente Anbinden der Fluorophore
an die Proteine vor der elektrophoretischen Trennung (Proteinmarkierung) und b) das Anfirben der
Proteine nach der elektrophoretischen Trennung; hierbei lagern sich die Farbmolekile entweder durch
Interaktion mit den SDS-Micellen oder direkt durch elektrostatische Bindungen an die Proteine an
(Proteinfirbung). Eine weitverbreitete Proteinfirbung mit fluoreszierenden Farbmolekilen ist z.B.
SYPRO RUBY™, Bei dieser Firbemethode kann man Proteinspots mit Konzentrationen von 1- 1000
ng detektieren und quantifizieren. Ein Beispiel fir eine Proteinmarkierung sind die CyDyes™. Hierbei
handelt es sich um cyaninbasierende Farbmolekiile, die sich an die Aminosdure Lysin kovalent binden.

Diese auch DIGE genannte Firbe- und Detektonsmethode wird im Kapitel 3.7 niher beschrieben.

Beide auf fluoreszierenden Farbstoffen beruhenden Techniken bendtigen spezielle Scanner oder Digi-
talkameras zum Sichtbarmachen der Proteine im 2D Gel. Trotz der relativ hohen Kosten der Fluores-
zenzfarbstoffe und der entsprechenden Fluorometer stellen sie zur Zeit die einzig sinnvolle Méglich-
keit einer hochsensitiven Detektion und zuverlassigen Quantifizierung von Proteinen tiber einen gro-

Ben linearen Konzentrations- und Messbereich dat.
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3.7 Difference Gel Electrophoresis (DIGE)

Bei der differentiellen Proteomanalyse werden die Spotmuster zweier oder mehrerer unterschiedlicher
Proben (z.B. gesund/krank oder gestresst/ungestresst) miteinander verglichen. Beim konventionellen
2DE Workflow werden die Proben auf individuellen 2D Gelen aufgetrennt, angefirbt, quantifiziert und
die erhaltenen Spotmuster schlieSlich mit entsprechenden Image-Analyse-Programmen miteinander
verglichen. Aufgrund der vielen Einzelschritte kann man die Spotmuster nicht immer perfekt tiberla-
gern, weshalb die Imageanalyse sehr zeitaufwindig sein kann. Zur Vereinfachung dieses arbeitsaufwin-
digen Verfahrens und zur Verbesserung der Spot-Quantifizierung wurde die DIGE-Technik entwickelt
[47]. DIGE ist die Abktrzung fir Difference Gel Electrophoresis. Bei dieser Technik werden bis zu

drei Proteinproben vor der elektrophoretischen Trennung 7 einem einzigen Gel mit fluoreszierenden

Farbstoffen (Cy2, Cy3 bzw. Cy5) markiert. Da die Markierung an der e-Aminogruppe des Lysins er-
folgt, verfigen die CyDyes tber eine positive Ladung, um den Verlust der positiven Ladung am Lysin
zu kompensieren, und dadurch den pl des Proteins nicht zu verindern. Die Fluoreszenzfarbstoffe sind
einander strukturell ihnlich und weisen nahezu identische Massen auf, besitzen aber unterschiedliche
Absorptions- und Emissionsspektren, wodurch es méglich ist, die Proteine unterschiedlicher Proben
vor der IEF zu markieren, und anschlieBend auf einem einzigen 2D Gel aufzutrennen (Abb. 3-9). Nach
aufeinanderfolgender Anregung bei den unterschiedlichen Wellenlingen erhilt man fir jede Probe ein
eigenes farbcodiertes Spotmuster. Im einfachsten Fall werden die erhaltenen Images anschlieBend im
Computer Ubereinandergelegt und voneinander ,,subtrahiert®, so dass man die Unterschiede (d.h. diffe-
rentiell regulierte Proteine) zwischen den einzelnen Proben aufgrund von Farbunterschieden direkt
sichtbar machen kann. Infolge der Co-Migration der Proteine werden methodische Varianzen ausge-
schaltet, was sich in einer erhohten Reproduzierbarkeit und einer verlisslicheren Proteinquantifizierung
(insbesondere bei Verwendung eines internen Standards, s.u.) sowie einer stark vereinfachten Image-

Analyse niederschligt.

Die am weitesten verbreitete Methode vergleicht zwei Proben unter Zuhilfenahme eines internen Stan-
dards (IPS) miteinander. Der IPS ist eine Mischung von gleichen Proteinmengen von miteinander zu
vergleichenden Proben. Diese Mischung wird mit Cy2 markiert und die anderen Proben jeweils mit Cy3
bzw. Cy5. Bei jedem elektrophoretischen Lauf werden gleiche Mengen der Cy3 bzw. Cy5 markierten
Probe inclusive des internen Standards miteinander aufgetrennt. Bei der am Ende der Analyse stattfin-
denden Bildauswertung werden die Proteinspots automatisch zum internen Standard normalisiert. Da-
durch, dass der IPS in jedem Gel in gleicher Konzentration vorhanden ist, werden Gel-zu-Gel Variati-
onen mit in die Normalisierung einbezogen. Somit ist es moglich, Proteinspots sehr prizise zu quantifi-

zieren und zwei Proben mit statistischer Absicherung direkt zu vergleichen.
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difference gel electrophoresis (DIGE)
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Abbildung 3-9: Prinzip der zweidimensionalen Fluorescence Difference Gel Electrophoresis
(2D DIGE) [47]

A. Struktur/Eigenschaften der CyDye-Farbstoffe. B. DIGE-Versuchsaufbau

3.8 Massenspektrometrie (MS)

Die Entwicklung der sanften Ionisierungsarten (d.h. der Einsatz von massenspektrometrischen Verfah-
ren fir Biomolekiile) ,,electrospray-ionisation® (ESI) Methode [19] und der ,,matrix-assisted laser de-
sorption/ionisation” (MALDI) Methode [17, 18] ermdglichten eine schnelle und zuverlissige Identifi-

zierung bzw. Charakterisierung der Proteine in der Proteomanalyse.

Eine Reihe von Problemen, z.B. geringe Intensititen und storende Fragmentierungen, die beim Ioni-
sieren schwerfliichtiger organischer Substanzen auftraten, konnten Ende der 80er Jahre von Karas und
Hillenkamp sowie Tanaka gelost werden [17, 18]. Die Verwendung kleiner organischer Verbindungen,
die bei der eingestrahlten Laserwellenlinge im UV-Bereich eine hohe Absorption zeigten, brachte den

Durchbruch. Etwa zur gleichen Zeit wurde von Fenn e a/. die ,,electrospray-ionisation® (ESI) Methode
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[19] entwickelt. Als Lohn fiir diese Arbeiten wurden 2002 J.B. Fenn and K. Tanaka mit dem Nobelpreis

ausgezeichnet.

Massenspektrometer detektieren Ionen im gastormigen Zustand. Es erweist sich als schwierig, Biomo-
lekiile, wie Proteine oder Peptide, in den gasformigen Zustand zu bringen, ohne sie zu beschadigen. Bei
der MALDI-Methode wird in saurer Losung eine verhiltnismiBig grofle Anzahl Matrixmolekiile mit
einer viel kleineren Menge an Probe vermischt. Empfehlenswert ist ein 10°-10* facher Uberschuss an
Matrix zum Schutz der Analytmolekiile, andernfalls wiirden die Analyten durch das direkte Einwirken
des Lasers zerstort. Als Matrices werden Verbindungen verwendet, die Lichtenergie absorbieren kon-
nen (s.u.). Ein Teil der Lésung wird fir die Messung auf einen Metalltriger pipettiert. Die Matrix kris-
tallisiert mit den Analytmolekiilen aus, sobald sich das L&sungsmittel verfliichtigt hat. Die Matrixmole-
kiile nehmen die Energie des gepulsten Lasers auf, wenn diese auf einen Kiristall trifft. Dabei wird die
Energie oder ein Teil davon an die Analyten weitergegeben. Die Ubertragung der Energie hat die De-
sorption und gleichzeitig die Ionisation der Analytmolekiile zur Folge. Es bilden sich einfach protonier-
te Tonen. Wie diese Ionisation zustande kommt ist noch unbekannt [17]. Als Laserquelle wird dabei
meist ein Stickstoff-Laser mit einer Wellenldnge im ultravioletten Strahlungsbereich von 337 nm be-
nutzt. Als typische Matrixsubstanzen werden beispielsweise eingesetzt: Bernsteinsdure, 2,5-Dihydro-

benzoesidure (DHB), 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure (Sinapinsdure), a-Cyano-4-hydroxyzimtsiure.

Eine MALDI-MS Analyse sieht in der Praxis folgendermal3en aus:

Die zu analysierende Probe wird mit der Matrix auf einem metallischen Probenteller in einem Verhilt-
nis von circa 1: 1000-10000 gemischt. Durch die Verdunstung des Losungsmittels kommt es zu einer
Kokristallisation von Analyt und Matrix. Dabei wird das Analytmolekil in den Kristallverband der Mat-
rix eingebettet. Entscheidend fiir das Funktionieren des nachfolgenden Prozesses ist dabei der Einbau
der Probe in das Kristallgitter der Matrix. Als nichstes schie3t man mit einem Laser einen wenige Na-
noseckunden dauernden Impuls auf die Probe, die sich im Vakuum des MS befindet. Ein GroBteil der
Laserenergie wird durch die Matrix absorbiert und es kommt zu einer Desorption einiger Schichten der
Priparation aus Matrix und Analyt in die Gasphase. Die labilen Biomolekiile bleiben intakt, weil die
Matrix dabei den Grofiteil der Energie absorbiert. Die Matrixmolekiile scheinen auch bei der Ionisation
eine Rolle zu spielen, indem radikale Matrixmolekiile Protonen an die Analytmolekiile tibertragen. In

Abbildung 3-10 ist die MALDI Ionisation vereinfacht dargestellt.

Neben der Ionisation der Analyten ist die Massenanalyse der zweite wichtige Bestandteil in der Mas-
senspektrometrie. Im Laufe der Zeit wurden drei unterschiedliche Techniken entwickelt. Eine der Me-
thoden beruht auf dem Prinzip der Massentrennung nach der Flugzeit (time-of-flight, TOF-MS). Bei

den anderen Methoden erfolgt die Trennung durch ein mit Metallstiben erzeugtes elektrisches
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Quadrupolfeld (,,quadrupole MS*) oder durch selektive Ausstoung von Ionen aus einem Feld, das
eine dreidimensionale Falle darstellt (,,ion trap MS®). Mit der Messung einer Probe, die aus z. B. einem
Peptidgemisch besteht, kénnen mit einem dieser Massenanalysatoren die Massen der Peptide aus der
Probe ermittelt werden. Durch eine Hintereinanderschaltung von zwei Massenanalysatoren kann eine
gezielte Sequenzierung der Peptide erzielt werden. Dieses Verfahren wird als Tandem-MS bezeichnet
und kann sowohl mit zwei gleichen Analysatoren als auch mit zwei unterschiedlichen Analysatoren
hintereinandergeschaltet durchgefithrt werden. Alle drei Analysatortypen konnen mit MALDI als auch
mit ESI als Ionenerzeugungsmethode gekoppelt werden. Es werden aber die Verkniipfungen MALDI
mit einem TOF-Analysator bzw. ESI mit dem Quadrupol oder dem Ion-Trap-Analysator bevorzugt.
Ein TOF-Analysator trennt die Ionen in einem Flugrohr. Alle Prozesse geschehen im Hochvakuum.
Die desorbierten positiv geladenen Ionen werden zunichst durch eine Gegenelektrode angezogen. Die-
se Gegenelektrode, auch Grid (Gitter) genannt, bewirkt eine Beschleunigung der Ionen, bevor sie in das
Flugrohr eintreten. Alle Ionen nehmen die gleiche kinetische Energie auf, bewegen sich aber aufgrund
ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten. So treffen auf
den Detektor zuerst kleine Ionen und zum Schluss erst die gro3en Ionen. Es gibt Gerite mit einfachem
linearem Flugweg oder mit am Ende dieses Weges befindlichen Reflektoren, die die Ionen in eine ande-
re Richtung lenken. Somit wird der Flugweg verlingert, und die Genauigkeit der Detektion verbessert.

In Abbildung 3-11 ist ein Reflektron-TOF-Massenanalysator vereinfacht dargestellt.
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Abbildung 3-10: Prinzip der Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI) [17,18]
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Zur Identifizierung eines Proteins wird in der Regel zuerst ein ,,peptide mass fingerprint® (PMF) des
Proteins aufgenommen. Die aus 2DE-Gelen zu analysierenden Proteinen werden zuerst enzymatisch
oder chemisch in Peptide gespalten. So kénnen die Peptide aus der SDS-Gelmatrix extrahiert werden.
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Abbildung 3-11: MALDI-TOF-MS

Aufbau eines MALDI-Reflektron-TOF-Massenanalysators [48]

Gemisch aus unterschiedlich langen Peptiden. Wenn ein Protein mit einem bestimmten Enzym frag-
mentiert wird, erhilt man mit dem Einsatz desselben Enzyms auch immer wieder die gleichen Frag-
mente. Daher ist ein solches Fragmentgemisch mit einem charakteristischen Fingerabdruck vergleich-
bar. Fir die Spaltung eines Proteins in Peptide werden gew6hnlich Enzyme wie Trypsin, Chymotrypsin,
Lys-C oder Asp-N benutzt. Diese Enzyme haben die Eigenschaft nur nach oder vor bestimmten Ami-
nosiuren zu spalten. Zum Beispiel spaltet Trypsin nach den Aminosduren Arginin und Lysin. Das En-
zym Asp-N spaltet die Peptidbindung vor Aspartaten. Eine chemische Fragmentierung kann durch den
Einsatz von Bromcyan (CNBr) erzielt werden. CNBr spaltet Proteine nach der Aminosiure Methionin.
Durch diese Eigenschaft der Enzyme oder des Bromcyans kann man ein Polypeptid immer wieder in
dieselben Fragmente teilen. Nach der Fragmentierung werden die Peptide in Losung gebracht. Dieses
Peptidgemisch wird in eine fir die Massenspektrometrie kompatible Losung gebracht und als Ganzes
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ohne weitere Fraktionierung vermessen. Es resultiert ein Massenspektrum, welches fiir dieses Protein
einen charakteristischen ,,Peptidmassen-Fingerabdruck® liefert. Diese Spektren werden zuerst kalibriert,
dann werden alle Peaks markiert. Die so erhaltene Peptidmassentabelle kann in unterschiedliche Such-
programme eingegeben und iiber Proteindatenbanken identifiziert werden(Abb. 3-12). In diesen Da-
tenbank befindet sich die Gesamtheit aller moglichen Peptide je nach Verdauart. Da dieser Proteinver-

dau im Computer stattgefunden hat, also nur virtuell, spricht man auch von dem #n-sz/ico Verdau.

MALDI-TOF-Spektren in Proteinen
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Eine Besonderheit des Massenspektrums ist die Auffache-
rung des Signals durch die natdrliche Verteilung des
schweren Kohlenstoff-lsotops '*C von etwa 1%. Bei groRe-
ren Peptiden ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass eines
oder mehrere C-Atome in dem Molekol diese erhohite
Masse zeigen. Ihre statistische Verteilung fohrt zu einer
Verbreiterung des Signals, sodass ein starkes, breites
Signal ein schwaches darunter verbergen kann. Mit
mathematischen Methoden und vor allem mit extrem emp-
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Durch MALDI-TOF MS erhalt man ein Spektrum, das
jeweils typisch fir den gewahlten Verdau und das in der
Probe befindliche Protein ist - einen Fingerprint. Jeder
Strich entspricht einem Signal von bestimmter Starke und

findlichen Spektrometern Iasst sich jedoch die Auflésung
der Methode deutlich vergréBern. Zur Zeit liegt die Genau-
igkeit eines modernen MALDI-TOF MS bei etwa 10 ppm
(parte per million)

bestimmter Zeit. Der Fingerprint ist beliebig reproduzierbar
und kann virtuell aus Datenbank-Proteinen errechnet wer-
den. Dag erhaltene Spektrum dient also der direkten Iden-
tifikation des Ausgangsproteins

Abbildung 3-12: Peptide Mass Fingerprint (PMF) [49]

Identifizierung/Chataktetisierung von Proteinen durch spezifische Peptidmassenspektren (,,Fingerabdriicke®)

3.9 Weitere in der Proteomik verwendete Methoden

Eine weitere komplementire Technik zur 2DE-Gelelektrophorese stellt die sogenannte Multidimensio-
nale Protein-Identifikation (Multidimensional Protein-ldentification Technology, MudPIT) dar [50]. Bei dieser
Methode werden Proteinextrakte durch die Verwendung einer zweidimensionalen Flissigkeitschroma-
tographie aufgetrennt und anschlieBend identifiziert. Nachdem die Proteine durch einen proteolyti-
schen Verdau in Peptide zerlegt sind, werden sie zunichst auf eine starke Kationenaustauscher-Siule
(Strong Cation Exchange, SCX) geladen. Mittels eines Salzstufengradienten wird anschlieBend jeweils ein
kleiner Teil der Peptide schrittweise auf eine nachgeschaltete Reversed Phase-Siule eluiert. Auf dieser
werden die einzelnen Peptid-Fraktionen zunichst entsalzt, aber auch getrennt, bevor sie in Abhingig-
keit ihrer Hydrophobizitit in einem Acetonitrilgradienten getrennt und schlieBlich analysiert werden.
Dabei erfolgt die Ionisierung der aufgetrennten Peptide mittels Elektrospray, da bei dieser Methode

eine direkte Kopplung zwischen der Flussigkeitschromatographie und der Ionisierung aus einer Losung
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heraus moglich ist. Das Potential zur Identifizierung ganzer Proteome durch die Verwendung der zwei-
dimensionalen Chromatographie konnte am Beispiel von S. cerevisiae demonstriert werden [50]. Inner-
halb eines Zeitraums von 24 Stunden wurden dabei parallel fast 1500 Proteine identifiziert, unabhingig
davon, ob es sich um so genannte bigh- oder low-abundance Proteine oder um Proteine mit extremen pl-
Werten oder Molekulargewichten handelte. Fast 10% der identifizierten Proteine zihlten zu integralen
Membranproteinen, was das enorme Potential dieser Technik auch fiir membrane proteomics verdeut-
licht [51]. Ein Vorteil gegentiber der 2DE-Gelelektrophorese liegt darin, dass sich diese Methode sehr
gut automatisieren ldsst [52]. Die Auswertung der Messergebnisse erfordert jedoch eine extrem leis-
tungsfihige Bioinformatik. Quantitative Aussagen, die einen Vergleich verschiedener zellulirer Zustin-
de (z. B. Wildtyp vs. Mutante) erlauben, also eines der Hauptanwendungsgebiete der Proteomfor-
schung, sind zurzeit nur eingeschrinkt moglich. Der Einsatz von metabolischen Markierungen wie etwa
N"/N" konnte diesen Nachteil allerdings in Zukunft tiberwinden, wobei die Reproduzierbarkeit dieser
Methode immer noch ein immenses Problem darstellt. Auch ist es fast unmoglich, eine PTM-Analyse

auf diesen Geriten durchzufiihren.

3.10 Einsatz der Bioinformatik in der 2DE

Die Bioinformatik ist eine interdisziplinire Wissenschaft, die eine Schnittstelle zwischen Biotechnologie
und Computerwissenschaften vertritt, sie entwickelt Algorithmen und Software zur Simulation biologi-

sche Prozesse, zum Analysieren von molekular biologischen Daten und zur Datenbankerstellung.

Fir einen erfolgreichen Abschluss eines Proteomprojektes ist die Bioinformatik essentiell. Sie umfasst

heutzutage mehrere Bereiche, die im Folgenden niher erldutert werden.

3.10.1 Computergestiitzte Gelauswertung

Bei der Auswertung von Proteinexpressionsmustern nach der 2D-Elektrophorese werden computerge-
stitzte Auswertesysteme eingesetzt. Diese computergestiitzte Bildauswertung ist bei komplexen 2D-
Elektrophoresegelen ein essentielles Werkzeug zur Speicherung, Strukturierung und Analyse der anfal-

lenden Daten.

Anfallende Daten sind die mittels Densitometern beziehungsweise Fluoreszenz- oder Phosphorimagern
digitalisierten (gescannten) Abbildungen der Gele. Aulerdem werden die Position der Proteine im Gel
und Quantifizierungen der exprimierten Proteine bei unterschiedlichen Versuchsbedingungen, wie zum
Beispiel bei der Stressantwort auf Kilteschock oder dem Vergleich verschiedener Wildtypen oder Mu-
tanten einer Spezies gespeichert. Diese Daten kénnen zu Datenbanken ausgebaut und ausgewertet wer-

den.
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Die Arbeitsschritte der computergestiitzten Gelauswertung umfassen:
- Visualisierung der Proteinspots
- Digitalisierung der Gele
- Automatische Spoterkennung und Quantifizierung
- Proteinmustervergleich
- Auswertung der Ergebnisse

- Erstellung von Datenbanken

3.10.1.1 Digitalisierung der 2D-Elektrophorese Gele

Nach der elektrophoretischen Trennung miissen die Proteine zunichst visualisiert werden. Dies erfolgt
durch Farbemethoden wie Coomassie Blau-, Silber- oder Fluoreszenzfirbung (z.B. Sypro Ruby). Alter-
nativ konnen die Proteine radioaktiv markiert werden und eine Detektion durch Roéntgenfilm oder
Phosphorimaging erfolgen. Die Proteindetektionsmethode bestimmt die Methode der Digitalisierung.
So werden Gele mit sichtbaren (gefirbten) Spots mittels Laser- oder Durchlichtdensitometern (Scan-
nern), fluoreszenzgefirbte Proteine mit Fluoreszenzimagern und radioaktive Proben mit Phosphorima-
gern digitalisiert. Die wichtigsten Parameter beim Digitalisieren der Gele sind die optische Auflésung,
die Farbtiefe und der lineare Messbereich des Scanners oder Imagers. Der Scanner sollte eine physikali-
sche Auflésung von 100 um bzw. 254 dpi haben. Die Bilddateien sollten zudem mit einer Farbtiefe von
mindestens 8 bit = 2° = 256 Graustufen digitalisiert werden. Der lineare Messbereich eines Densitome-
ters hingt bei Durchlicht- bzw. Laserscannern von der Lichtquelle ab und spielt bei der Quantifizierung

der Proteinspots eine wichtige Rolle.

3.10.1.2 Digitalisierung durch Durchlichtdensitometrie

Coomassie Blau- oder silbergefirbte Gele werden mittels Densitometern, wie Laser- oder Flachbett-
scannern digitalisiert. CCD-Kameras konnen ebenfalls eingesetzt werden, sind aber fur groe 2DE-
Gele (20 x 25cm?) weniger gut geeignet, da bei CCD-Kameras das Gel auf eine Mattscheibe gelegt wird
und von unten mit einer Lichtquelle ausgeleuchtet wird. Dies fihrt zu unterschiedlicher Ausleuchtung

der Gele, vor allem in Randbereichen und somit zu schlechter Quantifizierbarkeit der Proteinspots.

Beim Digitalisieren wird die optische Dichte (OD) kleiner Abschnitte des zu digitalisierenden Objekts,
in diesem Fall des 2DE-Gels, gemessen. Dazu wird eine Lichtquelle mit konstanter Geschwindigkeit

senkrecht zum Gel bewegt und die Menge des Durchlichts detektiert
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Abbildung 3-13: Digitalisierung von 2DE-Gelen
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Digitalisierung von 2DE-Gelen mittels Durchlichtdensitometern

Die optische Dichte (= Absorptionseinheit) ist ein Maf3 fiir die Menge des absorbierten Lichts und wird

nach folgender Gleichung definiert:
lo
=log T
A=Absorptionseinheit (O.D.); I =ausgesandtes Licht; I=detektiertes Licht

Laserscanner besitzen die stirkste Lichtquelle und haben somit den héchsten linearen Messbereich von

bis zu OD= 4 gefolgt von Flachbettscannern, die je nach Lichtquelle eine OD von bis zu 3 erreichen.

3.10.1.3 Digitalisierung durch Fluoreszenzimaging

Beim Fluoreszenzimaging kann die Probe vor der 2DE-Elektrophorese mit Fluoreszenzfarbstoffen,

TI\I)

(wie zum Beispiel CyDyes ) markiert, oder das Gel nach der Elektrophorese ,,gefirbt™ werden. Die an
Proteine gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe senden nach Anregung durch einen Laser bestimmter Wel-
lenlinge Licht aus. Sypro Ruby wird beispielsweise mit Licht von 300 nm und 450 nm angeregt. Das

Emmitierte Licht (bei Sypro Ruby 630 nm) wird von einem CCD-Detektor gemessen.
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Abbildung 3-14: Fluoreszenzimaging

Digitalisierung von 2DE-Gelen mittels Fluoreszenzimaging

Der lineare Messbereich hingt beim Fluoreszenzimaging auch von der Art der verwendeten Farbstoffe

ab. So ist es moglich z.B. mit Sypro Ruby tiber einen Bereich von 10 linear zu quantifizieren.

3.10.1.4 2DE Gel-Auswertungssysteme

Liegen die Gele in digitalisierter, computerlesbarer Form vor, kénnen sie mit Hilfe von Auswertesyste-
men analysiert werden. Ein Auswertesystem ermoglicht sowohl eine qualitative Analyse der digitalisier-
ten Elektrophoresegele, als auch eine Quantifizierung der einzelnen Proteinspots mit einer héheren
Genauigkeit, wie sie durch visuellen Vergleich erreicht werden kann. Zusitzlich kénnen die gesammel-
ten Daten strukturiert, gespeichert, zur Erstellung von Proteindatenbanken sowie zur Steuerung auto-

matisierter Spot-Picker verwendet werden.

Es sind verschiedene Bildauswertungssysteme fiir Elektrophoresegele kommerziell erhaltlich. Die wich-
tigsten sind: ImageMaster 2DE Elite, Progenesis (Amersham Biosciences), PDQuest (Biorad), Melanie
(GeneBio), Same Spots (Nonlinear Dynamics), Delta2DE (Decodon), Z3 (Compugen) und Proteome
Weaver (Definiens/Biorad).
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3.10.2 Datenbanken
3.10.2.1 allgemeine Datenbanken

Es gibt unterschiedliche Arten von Datenbanken, die man als Proteindatenbanken bezeichnet. In Pro-
teinsequenzdatenbanken werden alle Proteinsequenzen gesammelt, die vorher auf DNS (Deoxyribo-
nukleinsdure) Ebene untersucht und von der DNS tbersetzt wurden. Diese Datenbanken sind 6ffent-
lich und frei zuginglich. Zwei dieser Datenbanken sind die NCBI- (National Center for Biotechnology
Information [53]) und die ExPASy (Expert Protein Analysis System) proteomics server [54] — Daten-
bank . Sie beinhalten verschiedene Informationen tber die eingetragenen Proteine, wie z.B. die Protein-

sequenz, den Gennamen, den Genort und -falls bekannt- die Funktion.

Bei umfangreichen Proteomprojekten ist man mit den erhaltenen Proteintreffern noch nicht am Ziel.
In einem Proteomprojekt wird eine ungeheuer gro3e Zahl an Daten und Informationen generiert, die
ohne die Hilfe der Bioinformatik nicht iiberblickt, ausgewertet und verwaltet werden kann. Eine intelli-
gente Datenverwaltung ist somit ein weiterer Beitrag, den die Bioinformatik leisten muss. Eine voll-
stindige Kombination simtlicher unterschiedlichster Informationen ist notwendig. Dabei sind nicht
nur offensichtlich wichtige Daten wie Masse oder Konzentration der Peptide und deren Spotposition
im Gel, sondern auch unstrukturierte Daten tiber Herkunft, Herstellung und Probenaufarbeitungshisto-

rie, sowie Literaturdaten und biologische oder medizinische Daten von enormer Bedeutung.

3.10.2.2 2DE Datenbanken

Als Proteindatenbanken werden auch solche Datenbanken bezeichnet, die die Ergebnisse von Prote-
omanalysen zusammenfassen. 2DE Datenbanken enthalten ein Referenzgel der untersuchten Probe
und verschiedene Informationen zu den identifizierten Proteinen. Diese Proteindatenbanken spiegeln
das Proteom eines Organismus unter bestimmten Bedingungen zu einer bestimmten Zeit wider. Die
Datenbanken sind so aufgebaut, dass man Abfragen nach bestimmten Proteinen durchfihren oder
Proteine mit bestimmten Figenschaften anzeigen lassen kann. Die wichtigste Figenschaft solcher Da-
tenbanken ist die, dass sie eine Referenz fiir die untersuchte Probe unter den bestimmten Bedingungen,
die angegeben sind, darstellen. Man kann in weiteren Versuchen Verinderungen an der Probe oder an
den Bedingungen vornehmen und die Ergebnisse mit den Eintrigen in der Datenbank vergleichen.
Verschiedene 2DE Proteindatenbanken wurden schon erstellt. Die meisten 2DE Datenbanken sind
unter dem ,,WORLD-2DE-PAGE®“ Portal (http://www.expasy.otg/wotld-2DEpage) auf dem

,,ExPASy Molecular Biology Server” zusammengestellt.
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3.11 Corynebacterium glutamicum

Das Gram-positive Bodenbakterium Corynebacterium glutamicum wurde in den 1950er Jahren in einem
groBangelegten Screening-Projekt zur Isolierung L-Glutaminsaure-produzierender Mikroorganismen in
Bodenproben aus dem Ueno Zoo in Tokyo entdeckt [55] und nimmt bis heute eine herausragende Stel-
lung unter den Aminosaure-produzierenden Mikroorganismen ein. C. glutamicum gehort phylogenetisch
zur Familie der Corynebacteriaceae, die auf Grund ihres hohen G+C-Gehaltes und ihrer komplexen my-
col-saurehaltigen Zellwand zu den mycolsdurehaltigen Actinomyceten gezihlt wird. Im Gegensatz zu
eng verwandten Humanpathogenen wie z. B. C. diphtheriae, Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterinm
leprae wird C. glutamicum als apathogener, sicher zu handhabender Organismus eingestuft. Auf Grund
seines gut untersuchten Zentralmetabolismus und des groen Repertoirs an etablierten molekularbiolo-
gischen Methoden eignet er sich sehr gut als Modellorganismus fur die nah verwandten humanpatho-
genen Organismen Corynebacterium diphteriae, Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium leprae. Mit Coryne-
bacterinm sepedonicum und Corynebacterium fascians besitzt die Gattung Corynebacterium auch pflanzenpatho-
gene Vertreter. Eine wichtige Gemeinsamkeit innerhalb der Gruppe der Corynebacterineae ist die beson-
dere Organisation der Zellhtlle, die aulerhalb der Zellwand unter anderem noch eine weitere Lipid-
Doppelschicht, die sogenannte Mycomembran, enthilt [56]. Diese aus Mycolsduren gebildete Lipid-
Doppelschicht stellt eine zusitzliche Permeabilititsbarriere fiir hydrophile Solute dar und unterscheidet
Corynebacterineae von anderen Gram-positiven Bakterien. Fir die antibiotische Behandlung von Infekti-
onen mit pathogenen Bakterien der Unterordnung Corynebacterineae ist die Mycomembran ein wichtiger
Angriffspunkt, da viele gingige Antibiotika nicht in das Cytoplasma von Corynebacterineae gelangen kon-

nen.

Morphologisch kennzeichnet dieses Bakterium seine namensgebende Keulenform (coryme, griechisch
»Keule®). Es bildet unregelmillige, nicht sporulierende, aerob wachsende Stibchen der Grofie 0,7-1,0
pm x 1,0-3,0 pm aus (Abbildung 3-15). Der fur C. glutamicum typische Schnappmechanismus bei der

Zellteilung fithrt zur charakteristischen Ausbildung einer V-Form.

Abbildung 3-15: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von C. glutamicum

Die namensgebende keulenférmige Morphologie und die Ausbildung der V-Form in Folge des Schnappmechanismus der
Zellteilung (Pfeil) sind erkennbar. (Quelle: Nina Méker, Institut fiir Biochemie der Universitit zu Koln)
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3.11.1 Corynebacterium glutamicum ATCCI13032 (Wildtyp)

Dieser Stamm hat ein zirkulires Genom mit einer Gréfle von 3.282.708 Basenpaaren, wobei der GC-
Anteil 63,1% betrdgt. Man nimmt an, dass dieser Stamm 3.123 Gene besitzt. Das komplette Genom
wurde 1996 physikalisch und genetisch kartiert [57].

Als Besonderheit kann z.B. die fehlende S-Layer Schicht (im Gegensatz zu anderen Corynebacterinm glu-
tamicnm Staimmen wie ATCC17965) angegeben werden, da das hierzu nétige Protein PS2 fehlt und auch

kein entsprechendes Gen gefunden wurde [58].

3.11.2 Corynebacterium glutamicum DM1730 (Produktionsstamm)

Dieser Stamm enthalt im Vergleich zum Wildtypstamm ATCC13032 folgende vier Punktmutationen:

1. Pyruvat-Decarboxylase (pyc): Prolin wurde an Position 458 durch Serin ausgetauscht. Durch
diese Mutation wird die Riickbildung von Acetyl-CoA zu Pyruvat verhindert.

2. Homoserin-Dehydrogenase (hom): Valin wurde an Position 59 durch Alanin ausgetauscht. Die-
se Mutation forciert die L-Lysin Produktion dadurch, dass Aspartatsemialdehyd nicht mehr in
Homoserin umgewandelt werden kann und somit der L-Lysin Produktion zur alleinigen Verfi-
gung steht.

3. Aspartat-Kinase (lysC): Threonin wurde an Position 311 durch Isoleucin ausgetauscht. Durch
diese Mutation entfillt die Inhibierung von lysC durch L-Lysin.

4. Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (zwf): Alanin wurde an Position 243 durch Threonin aus-
getauscht. Diese Mutation forciert den Glykolyseweg, da aus a-D-Glucose-6-Phosphat kein D-
Glucono-6-lacton-6-Phosphat mehr entstehen kann. Dadurch steht mehr o-D-Glucose-6-

Phosphat der Glykolyse zur Verfiigung.

Die ersten drei Punktmutationen wurden von Onishi ef a/. [59] beschrieben. Die vierte Punktmutation
wurde von Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. (Japan) zum Patent angemeldet [60]. Durch die ersten drei
Mutationen wurde die L-Lysinproduktion dieses Stammes auf 3,0 g 1" h" erh6ht, wihrend der klassiche
L-Lysin Produktionsstamm B-6 nur eine Produktionsrate von ca. 1,9 g I'" h' erreichte. Des Weiteren
konnte man die Wachstumsrate im Vergleich zum L-Lysin Produktionsstamm B-6 deutlich erhéhen.
Dies zeigt sich dadurch, dass die mid-log Phase nach ca. 5 h erreicht wurde, der Stamm B-6 benétigt
hierfiir ca. 10 h [59].
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3.11.3 Biotechnologische Bedeutung von C. glutamicum

Die Mitglieder der Familie der Corynebacteriaceae werden industriell hiufig eingesetzt, da sie in der
Lage sind, zahlreiche Biotransformationen auszufithren. Hauptsichlich C. glutamicum hat durch seine
Fahigkeit zur Produktion von diversen Aminosauren, Nukleotiden und Vitaminen eine herausragende
wirtschaftliche Bedeutung erlangt und ist heute der wichtigste, biotechnologisch genutzte Vertreter
dieser Gruppe. Eine kontinuierlich betriebene Stamm- und Prozessentwicklung macht derzeit eine Jah-
resproduktion von ca. 1,8 Millionen Tonnen L-Glutamat und ca. 550.000 Tonnen L-Lysin mit einem
jahtlichen Marktwachstum von 6 - 7% mdglich [61]. L-Glutamat findet in Form seines Natriumsalzes
als Geschmacksverstirker in Lebensmitteln Verwendung. I-Lysin kommt vorwiegend als Futtermittel-
zusatz in der Viehhaltung, aber auch als Grundstoff in der Kosmetikindustrie zum Einsatz. Weitere mit

Hilfe von C. glutamicum produzierte Aminosiuren sind L-Alanin, I-Tsoleucin und L-Glutamin.

Die wachsende wirtschaftliche Bedeutung von C. glutamicum tihrte in den letzten Jahrzehnten zur in-
tensiven Analyse des Kohlenstoff- und Aminosiuremetabolismus. Viele der beteiligten Enzyme konn-
ten bereits biochemisch charakterisiert werden. Erste weiterfihrende Arbeiten zum ,,genetischen De-
sign® von Stoffwechselwegen begannen trotz der frihen Entdeckung erst Anfang der 1980er Jahre [62].
Seitdem trigt die intensiv betriebene Erforschung der Metabolitenfliisse zu einem immer genaueren
Verstindnis interagierender Stoffwechselwege bei [63-66]. In mehreren unabhangigen, industriell finan-
zierten Sequenzierungsprojekten gelang zudem die vollstindige Aufklirung der Genomsequenz von C.
lutamicum. Mit ihrer Veroffentlichung (www.ncbi.nlm.nih.gov, www.gib.genes.nig.ac.jp) ist die Anwen-
dung systematischer, global angelegter Techniken zur Analyse von Transkriptom, Proteom und Meta-

bolom méglich.

3.11.4 Der Lysin Biosyntheseweg in C. glutamicum

Fir Prokaryonten sind drei verschiedene Wege zur Biosynthese von L-Lysin bekannt (Abb. 3-16). Die
Succinylase- und Acetylasewege unterscheiden sich dabei lediglich durch die Art der Schutzgruppe, die
vor der Transaminierungsreaktion an das Substrat gebunden wird, um ein Recycling zum Imin zu ver-
hindern. Der Dehydrogenaseweg verliuft iiber eine reduktive Aminierung von L-A'-Piperidin-2,6-
dicarboxylat zu meso-2,6-Diaminopimelat. In C. glutamicum sind sowohl der Succinylaseweg als auch der
Dehydrogenaseweg vorhanden. Der Dehydrogenaseweg ist aber nicht essentiell, sondern wird nur bei
erhéhtem Fluss von Metaboliten in Richtung meso-2,6-Diaminopimelat benétigt, da sonst N-Succinyl-

diaminopimelat in der Zelle angehauft wird [67].

Der Mechanismus der Lysin-Biosynthese beginnt mit der Phosphorylierung von L-Aspartat zu L-3-

Aspartyl-Phosphat, das anschlieBend unter NADPH-Verbrauch zu einem L-Aspartat-3-Semialdehyd
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reduziert wird. Nun wird durch Kondensation ein Pyruvatmolekiil angekniipft und durch eine weitere
Wasserabspaltung das cyclische Imin L.-2,3-Dihydropicolinat ausgebildet. Dieses wird unter NADPH-
Verbrauch zu L-A'-Piperidin-2,6-dicarboxylat reduziert. Als nichster Schritt kann nun entweder die
NADPH verbrauchende Reduktion von 1.-2,3 Dihydropicolinat zu meso-2,6-Diaminopimelat erfolgen
(Dehydrogenaseweg), oder der energetisch aufwindigere Succinylaseweg eingeschlagen werden. Bei
diesem Weg wird nach der Hydrolyse von L-A'-Piperidin-2,6-dicarboxylat die a-stindige Aminogruppe
durch Succinylierung gecapp? und somit ein Recycling verhindert. Das so entstandene N-Succinyl-L-2-
Amino-6-Ketopimelat wird durch anschlieBende Transaminierung zu N-Succinyl-L, L-2,6-
Diaminopimelat. AnschlieBend erfolgen eine hydrolytische Abspaltung der Succinylgruppe und die
Isomerisierung zum Meso-2,6-Diaminopimelat. Der letzte Schritt ist eine Decarboxylierung des zeso-

2,6-Diaminopimelats zu L-Lysin und ist in beiden Biosynthesewegen gleich.
L-Aspartate
L-ﬁ-Aspan{y} phosphate
L-Aspartate B-semialdehyde

L-2, 3-Dihydrodipicolinate

L-A'-Piperideine-2 6-dicarboxylate

Succinyl-
Acetyl-
transferase
transferase (dapD)
N-Acetyl-2-amino- N-Succinyi-2-amino-
6-keto-L-pimelate 6-keto-L-pimelate
; D-Diamino-
Amino- tm?:‘;ggse pimelate
transferase dehydrogenase
(dapC) (ddh)
N-Acetyl-L L- N-Succinyl-L,L-
diaminopimelate diaminopimelate
Desuccinylase
Dmetylas% & (dapE)
L,L-Diaminopimeiate
Epimerase
(dapF)

D,L-Diaminopimelate

L-Lysine

Abbildung 3-16: Die drei L-Lysin-Biosynthesewege in C. glutamicum nach Onishi et al. [59]
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3.11.5 Aufbau des C. glutamicum Proteoms

Die hypothetische Proteinkarte von C. glutamicum (Abb. 3-17) zeigt die fiir Mikroorganismen typische

Verteilung mit einer Haufung der Proteine im pH-Bereich 3-0, einer Liicke im neutralen Bereich und

einer weiterer Haufung im basischen Bereich.

Das saure und neutrale Proteom wurden bereits ansatzweise mit weiten pH-Gradienten untersucht [68-
70]. Bei diesen Analysen wurden, bedingt durch das eingeschrinkte Aufldsungsvermdogen der verwen-
deten Gradienten viele Proteine durch andere iiberdeckt bzw. iiberlagert. Um eine bessere Ubersicht
tber das Proteom zu bekommen, benétigt man hochauflésende IPG-Gradienten, die Bereiche mit ho-
hem Proteinvorkommen spreizen, damit man moglichst alle Proteine detektieren und identifizieren

kann. Des Weiteren gab es bis dafo noch keinerlei Proteominformation tiber das basische C. glutamicum

Proteom. Ebenso wenig wurden bislang niedrig abundante C. glutamicum Proteine nachgewiesen.
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Abbildung 3-17: Virtuelles Proteom von C. glutamicum

Schwarze Spots: cytoplasmatische Proteine, rote Spots: Membranproteine, blaue Spots: sekretierte Proteine (x-Achse: pH-

Wert, y-Achse kDa)[71, 72]
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4 Material und Methoden

4.1 Anzucht von C. glutamicum

4.1.1 Verwendete C. glutamicum Stimme

Verwendet wurden:
o Wildtypstamm ATCC13032

o Produktionsstamm DM1730

4.1.2 Anzuchtmedien

Die Medien wurden wie nachfolgend beschrieben hergestellt. Die Sterilisation erfolgte durch Autokla-
vieren bei 121 °C fiir 15 Minuten. Zusitze wie Zucker, Magnesiumsulfat und Calciumcarbonat wurden

separat sterilisiert. Die Spurensalze wurden sterilfiltriert (0,45 um Filter).

Fir jeweils 1 Liter H,O :

BHI Medium: 37 g Brain-Heart-Infusion
MM1 Medium: 5 g (NH,),SO,

5 g Harnstoff

2 ¢ KH,PO,

2 ¢ K,HPO,

Das MM1 Medium wurde mit NaOH der pH-Wert auf 7, eingestellt und das Medium autoklaviert.

Nach dem Autoklavieren wurde folgende Substanzen hinzugefigt:

10 ml 100 mM CaCl,

10 ml 1 M MgSO,

200 ug Biotin (in Ethanol gelost)
50 ml 50% (w/v) Glucose

1 ml Spurensalze
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Sputensalze/ 1 Liter H,O : 28,5¢ FeSO, x 7 H,O
16,5¢ MnSO, x H,O
6,4 ¢ 7/nSO, x 7 H,0O

0,764 g CuSO,x 5 H,0O
0,128 g CoCl, x 6 H,O
0,044 ¢ NiCl x 6 H,O

0,064 ¢ Na,MoO, x 2 H,0
0,048 g H,BO,

0,050 g StCl, x 6 H,O

0,050 g BaCl, x 2 H,0O
0,028 g KAISO,), x 12 H,0

Der pH-Wert der Spurensalzlésung wurde mit H,SO, auf 1 eingestellt.

Nach Sterilfiltration wurde 1ml dieser Losung einem Liter MM1 Medium zugefiigt.

4.1.3 Wachstumsbedingungen

Die Anzucht der C. glutamicum Stimme in BHI Medium erfolgte bei 30°C in einem Rotationsschuttler
bei einer Schuttlerfrequenz von 120 7pz in Schittelkolben. Eine Vorkultur wurde in BHI Medium bis
zu einer ODg,, von 7 bei 30°C und 120 rpz herangezogen. Von dieser Vorkultur wurden dann 1 ml auf

150 ml BHI Medium gegeben.

Bei der Anzucht in MM1 Medium wurde zunichst eine Vorkultur in BHI Medium bis zu einer ODy,
von 7 bei 30°C und 120 7pm herangezogen. Von dieser wurden 20 ml in das MM1 Medium gegeben
und bei 30°C und 120 7pm eine Ubernachtkultur angezogen. Das entsprechende Volumen dieser Uber-
nachtkultur wurde in frisches MM1 Medium iiberftihrt um eine ODy,, von 1 einzustellen.

Darin wuchsen die Bakterien bis zu ODg,, von 7 bei 30°C und 120 rpz.

4.1.4 Fermenterproben

Von der Firma Degussa wurden Fermenterproben vom Stamm ATCC13032 und DM1730 zur Verfu-
gung gestellt. Diese Proben wurden nach 60h Wachstum geerntet, in flussigem Stickstoff schockgefro-

ren und bei -70°C gelagert.
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4.1.5

Wachstumskurven

4.1.5.1 Fermenteranzucht
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Abbildung 4-1: Fermenteranzucht von C. glutamicum (Degussa)

Wachstumskurven der Fermenteranzucht bei der Firma Degussa bei konstanter Glucosezufuhr.
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4.1.5.2 Schiuttelkolbenanzucht

Um die Mitte der logarithmischen Wachstumsphase, bei der die Zellernte stattfand, zu bestimmen wur-
den an drei Tagen jeweils drei Corynebakterienkulturen angeziichtet und der Verlauf der optischen
Dichte bei 600 nm (ODy,) in einer Dreifachbestimmung zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen

(Abbildungen 4-2 und 4-3).

12-
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. ———
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OD 600

T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
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Abbildung 4-2: Wachstumskurve von C. glutamicum in BHI-Medium (Schiittelkolbenan-
zucht)

A: Wildtypstamm B: Produktionstamm
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Abbildung 4-3: Wachstumskurve von C. glutamicum in MM1 Medium (Schiittelkolbenan-

zucht)

A: Wildtypstamm B: Produktionstamm
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Als Erntezeitpunkt wurde die Mitte der logarithmischen Wachstumsphase festgelegt, da hier die meis-
ten exprimierten Proteine zu erwarten sind, ohne stérende Einfliisse durch externe Faktoren, wie z.B.

Nahrungs- oder Sauerstoffknappheit bedingt durch die Schittelkolbenanzucht.

Bei der Anzucht in BHI Medium wurde die Mitte der logarithmischen Wachstumsphase bei einer

ODy, von 6 und in MM1 Medium bei einer OD,, von 18 erreicht.

4.2 Proteinextraktion

4.2.1 Extraktionsmethode bei Verwendung von Bakterien aus der Schiittelkolbenanzucht

100 ml eines Anzuchtkolbens wurden in 10 x 10 ml Zentrifugenréhrchen aufgeteilt und die Zellen bei
8000 g bei 4°C zehn Minuten abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2,5 ml eiskaltem PBS Puffer re-
suspendiert und nochmals abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellpellets von vier Rohrchen in
einem vereint und anschlieBend in insgesamt 7,5 ml PBS Puffer aufgenommen. Nach nochmaligem
Abzentrifugieren wutrde das Zellpellet in 2,5 ml Harnstoff/Thioharnstoff-Lysis-Puffer(7M Harnstoff;
2M Thioharnstoff; 4% CHAPS; 4% DTT; 2% Pharmalyte 3-10) aufgenommen. Je 250 ul der Zellsus-
pension wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3 tberfihrt. Der Zellaufschluss wurde durch
Ultraschallbehandlung beschleunigt. Es erfolgten 30 Pulse (jeweils 0.5 sec.) bei 60 Watt. Nach der Be-
schallung wurden die Proben eine Minute auf Eis gekiihlt und ein zweites Mal beschallt, um eine voll-
stindige Zelllyse zu erhalten. Dann wurden die Proben 30 Minuten bei 4°C und 5000 g abzentrifugiert,

und der Uberstand abgenommen und bei -80°C eingefroren.

4.2.2 Extraktionsmethode bei Verwendung der Fermenterproben

50 ml einer von der Firma Degussa im Rahmen des BMBF-Projektes zur Verfigung gestellten Fermen-
ter-Anzucht wurden in 5 x 10 ml Zentrifugenréhrchen aufgeteilt und die Zellen bei 8000 g bei 4°C
zehn Minuten lang abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2,5 ml eiskaltem PBS Puffer resuspendiert
und nochmals abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt um eine sehr gute Reinigung
der Bakterienzellen vom Fermentermedium zu erreichen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 2,5 ml
Harnstoff/Thioharnstoff-Lysis-Puffer aufgenommen bzw. fir eine alternative Extraktionsmethode in
100 mM Tris/HCl (pH 9,5) und 1% SDS. Je 250 ul der Probe wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-

Reaktionsgefil3 gegeben. Der Zellaufschluss erfolgte anschlieSend wie oben unter 4.2.1 beschrieben.
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4.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration des Extraktes

Die Ermittlung der Proteinkonzentration ist wichtig, um identische bzw. genau definierte Mengen an
Protein auf die 2DE-Gele auftragen zu kénnen. Hierzu wurde das 2DE Quant Kit von Amersham Bios-
ciences verwendet. Es beruht auf der Fillung der quantitativ zu erfassenden Proteine, wahrend andere
storende Substanzen wie SDS, DTT, Harnstoff, Thioharnstoff, CHAPS, Pharmalyte oder IPG-Puffer
in Losung bleiben. Das durch Zentrifugation entstehende Proteinpellet wird in einer alkalischen, kup-
ferhaltigen Losung resuspendiert. Die Kupferionen binden hierbei an das Polypeptidriickgrat der Prote-
ine. Die Reaktion ist also von Aminosdureseitenketten und somit auch von der Aminosiurenzusam-
mensetzung unabhingig. Nach Zugabe eines Reagenz, das mit den ungebundenen Kupferionen rea-
giert, wird die Absorption gemessen. Die Farbintensitit ist umgekehrt proportional der Proteinkon-
zentration der Probe. Mit Hilfe einer Kalibrationskurve ldsst sich die Proteinkonzentration durch pho-

tometrische Messung bei einer Wellenlinge von 480 nm bestimmen.

4.3 2D-Gelelektrophorese

4.3.1 Isoelektrische Fokussierung mit immobilisierten pH-Gradienten (IPGs)

4.3.1.1 Herstellung von IPG-Gelen
Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedenste pH-Gradienten eingesetzt, wobei sowohl kommerziell
erhiltliche verwendet bzw. neue Rezepturen entwickelt und optimiert wurden. Die Abbildung 4-4 gibt

einen Uberblick tiber verwendete IPGs mit mindestens einer pH- Einheit Trenndistanz.

Reagenzlosungen:

o Acrylamid-Bisacrylamid Lésung ( 30% T, 3 % C)
29,1 g Acrylamid und 0,9 g Bisacrylamid in 80 ml Millipore Wasser 16sen und auf 100 ml auffiil-

len, 1 g Mischbettionenaustauscher Serolit MB-1 zugeben, 10 Minuten rihren und filtrieren

o Ammoniumpersulfat (35%-ige Lésung)
0,4 ¢ Ammoniumpersulfat in 1 ml Millipore Wasser l6sen

o Immobiline- Lésungen
Immobiline pK 1,0; pK 3,1; pK 3,6; pK 4,6; pK 6,2; pK 7,0; pK 8,5; pK 9,3; pK 10,3; pK 13 als
Fertiglosungen (GE Healthcare LifeSciences bzw. Sigma-Aldrich/Fluka)

o TEMED (100%)
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4.9-6.9
7

5.5-6.

6.0-12

3.0-10

3.0-11

Abbildung 4-4: Verwendete IPGs

Rot markiert: Selbstentwickelte und selbsthergestellte IPGs. Schwarz markiert: GE Healthcare

Verwendete IPG-Gel ,,Rezepte

Die Zusammensetzung der Losungen fur die Herstellung der IPG Gele wurden mit Computerpro-
grammen [35-37] berechnet und die einzelnen Komponenten entsprechend den in Tab. 4-1 aufgeliste-
ten Mengenverhiltnissen gemischt und dann mit NaOH bzw. HCI auf pH 7 titriert. Fir ein 25 x 20 x
0.5 mm’ groBes IPG Gel wurden jeweils knapp 15 ml der sauren bzw. basischen Lésung benétigt. Die
Katalysatoren (TEMED und Ammoniumpersulfat) wurden erst unmittelbar vor dem Start der Polyme-

risation zugegeben.
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pH-Gradient| 2.5 - 5.0 3.4-5.4 4.3-6.9 44- 5.2 4.75- 7.25 49 -6.9 6.0 -12.0
saume basische saue taskche same taskche saume basische basische saure ‘basische saume tassche
L G Lisumg Lismg L dsurgr Lismg Lisue L dsurgr Liswmg | sawe Liswmg  Lismg L dsumgz Lismg Lismg L g
Imobilive 1.0 [p] 142 - a7 - - - %] - 122 - - - - -
Imobilive 3.6 [p] 89 190 323 73 - - - - - - 233 140 1367
Imobilive 4.6 [J] 205 442 200 T4 707 530 325 Tz [2:9 453 420 166 = N
Imobilive 6.2 [p] - - - - 441 G20 1 a2 424 262 715 400 122 251
Imobilive 7.0 [p] - 14 282 730 - 3 - - 143 343 - 263 & 125
Imobilive 2.5 [10] = ] 2 3 = E - = - ] = 73 J65 24
Tmcbiline 9.3 [) 3 2 = = 2 - - - - 210 - - 407 iz
Imobiline 10.3 [y 5 5 = 5 5 : S - z : B B 5 485
Temobdine = 13.0 [y - - - - - B - = 5 o “ # - 245
Aelamid f BE [J) 2500 2500 2500 2500 2500 2300 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2240 2250
VAlasser [ 9628 11314 9368 10889 9313 10901 040 5 11076 2960 b LR 2906 11208 000 11400
Glyserinfg]| 3,75 375 3,75 3,78 378 3,78 3,75
TEMEL (100%:) 1o 10 10yl 10 ] 10pl 10 101 10p piijn} 10 04 104 10 104
Persulfite (H0%) 150 15 15, 15l 151 15p1] 151 151 151 15p1] 150 15 15, 15
Gesantv chanen 15ml 15ml 15wl 15| 15ml 15ml) 15mml 15mi| 15ml 15md) 15mil L] 15ml 1)

Tabelle 4-1: ,,IPG-Rezepte

Durchfiihrung

Die Giel3kassette (Abb. 4-5), bestehend aus zwei 200 x 260 mm grof3en Glasplatten (A und B), einer
Geltrigerfolie (GelBond PAGFilm) (C) und einer 0,5 mm starken Silikongummi-Dichtung (B), wird

folgendermalien zusammengebaut:

Abbildung 4-5: Zusammenbau der Giel3kassette (Gorg et al. [8])

A=Deckglasplatte; B=0.5 mm dicke Dichtung aus Silikongummi; C=Geltrdgerfolie (Gel-Bond PAGfilm); D=rtackwirtige
Glasplatte

Zuerst muss die obere Glasplatte (d.h. Glasplatte mit Gummidichtung) mit einem hydrophobisierenden
Reagenz (Repel Silane) vorbehandelt werden, damit sich spater das polymerisierte Gel von der Glas-
platte alosen ldsst. AnschlieBend pipettiert man einige Tropfen Wasser auf die Glasplatte ohne Dich-
tung, und walzt mit Hilfe einer Hartgummiwalze die Gel-Tragerfolie (GelBond PAGfilm) mit der hyd-
rophoben Seite nach unten luftblasenfrei auf. Danach wird die Deckglasplatte mit der Dichtung (Dicke:

0.5 mm) nach unten auf die Gel-Trigerfolie aufgelegt. Die Kassette wird zusammengeklammert und ca.
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eine halbe Stunde in den Kiihlschrank bei 4°C gestellt, um zu verhindern, dass die Gellésung nach dem

Einfillen vorzeitig bzw. zu schnell polymerisiert.

Zur Herstellung der Polymerisationslésung bendtigt man sowohl eine basische und eine sauere Immo-
bilinel6sung, wobeti letztere zum Aufbau eines Dichtegradienten (und damit zur Stabilisierung des pH-
Gradienten) zusitzlich 25% Glycerol enthilt. Die Menge an Acrylamid und Bisacrylamid ist in beiden
Lésungen identisch. Der pH-Wert entspricht den in Abbildung 4-4 angegebenen Anfangs- und End-
punkten des pH-Gradienten. Vor dem eigentlichen Gie3vorgang miussen beide Losungen mit 1N Salz-
sdure bzw. 1N Natronlauge auf einen pH von 7,0 titriert werden, damit eine optimale Polymerisations-
kinetik erzielt wird. Den Radikalstarter TEMED und das Ammoniumpersulfat gibt man erst unmittel-

bar vor dem Gielvorgang hinzu.

Das Gieen des Gels erfolgt mit der GradientengieBtechnik fur ultradiinne Gele nach Gorg ez al. [73].
Hierzu wird ein Gradientenmischer (Abb. 4-6) auf einen Magnetriihrer gestellt und der Auslaufschlauch
in den oberen Spalt der GieBkassette eingefithrt, wobei das Auslassventil des Gradientenmixers noch
geschlossen sein muss. Die saurre Lésung wird in die Mischkammer mit einem Magnetrithrer gegeben.
Bevor die basische Losung in die andere Kammer mit einem sich darin befindenden Nivellierstab hin-
einpipettiert wird, ist es notwendig, den Verbindungstunnel zwischen den beiden Kammern kurz zu
entliften. Zum GieBen des Gels 6ffnet man das Durchlassventil und das Auslassventil zur gleichen
Zeit, um die vorgekiihlte Glasplatte bis knapp unterhalb der Oberkante zu befiillen. Wihrend des ge-
samten Vorgangs ist es wichtig darauf zu achten, dass der Flussigkeitspegel in beiden Zylindern des

Mischers gleichmiBig schnell fallt. Weitere Details siehe [15].

Abbildung 4-6: Gielen eines pH-Gradientengels (Gorg er al. [8])

Nach dem Giel3vorgang lisst man die Kassette 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen, um eine Nivel-
lierung des Dichtegradienten zu erhalten, bevor das Gel eine Stunde lang in einem Trockenschrank bei
50 °C auspolymerisiert wird. Nach Beendigung der Polymerisation wird die Kassette ge6ffnet und das
auf der Tragerfolie gebundene Gel vorsichtig von der Glasplatte abgelést. Im Folgenden wischt man
das Gel 6 x 10 Minuten in Millipore-Wasser, um nicht einpolymerisierte Monomere zu entfernen, und

daraufthin noch weitere 30 Minuten in einer 2%-igen Glycerollésung. Im Anschluss wird das Gel tber
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Nacht in einem staubfreien Schrank mit Hilfe eines Ventilators bei Raumtemperatur getrocknet. An-
schlieBend wird die Oberfliche des Gels mit einer Schutzfolie abgedeckt und kann dann mehrere Mo-
nate bei —20°C gelagert werden. Vor Gebrauch werden die getrockneten IPG Gele mit Hilfe einer Pa-
pierschneidemaschine in 3 mm breite FEinzelstreifen geschnitten und die Schutzfolie abgezogen.

Die kommerziell erhiltlichen Fertiggele von z.B. GE Healthcare (IPG Dry Strips), Bio-Rad oder Serva

werden bereits als Einzelstreifen geliefert.
4.3.1.2 Rehydratisierung der IPG-Streifen

Prinzip: Vor Verwendung der IPG-Streifen missen diese rehydratisiert werden, damit in ithnen Bedin-
gungen fur volliges Entfalten, in-Losung-Gehen der Proteine, Reduktion der Disulfid-Briicken und
Verhinderung von Carbamylierungen herrschen. Dies geschieht durch Quellen der IPGStreifen in der
Rehydratisierungslosung. Im Falle von gleichzeitiger Zugabe von Probe beim Rehydratisierungsvorgang
spricht man von #n-gel-rebydration, bei nachtriglicher Zugabe in einem Probenauftragsbehilter von cup-

loading.

Reagenzlosungen:

o Harnstoff-Thioharnstoff-CHAPS-DTT Rehydratisierlosung:
(6M Harnstoff; 2M Thioharnstoff; 1% CHAPS; 0,4% DTT;
0,5% Pharmalyte 3-10)

18,02 g Harnstoff und 7,612 g Thioharnstoff in 30,8 ml Millipore-Wasser I6sen.
Mit einer Spatelspitze (500 mg) Mischbettionenaustauscher versetzen, 10 Minuten rithren und

filtrieren. 0,4 g CHAPS, 160 mg DTT und 200 pl Pharmalyte 3-10 zu 40 ml Filtrats zugeben.

Die Rehydratisierlésungen werden in Eppendorf-Reaktionsgefilen aliquotiert und bei -70°C

gelagert. Aufgetaute Rehydratisierlésungen sollten nicht wieder eingefroren werden!

Durchfiihrung :

Cup loading

Die Rehydratisierung der IPG-Streifen erfolgt entweder in einer Quellkassette oder in einem Reswelling
Tray (Abb. 4-7). Fur einen 18 cm langen IPG-Streifen pipettiert man 350 pl (bzw. 450 ul im Falle eines
24 cm langen IPG-Streifens) der entsprechenden Quelllésung in eine Vertiefung des Trays und legt den
IPG-Streifen mit der Gelseite nach unten luftblasenfrei hinein. Der IPG-Streifen muss tber die gesam-
te Lange mit Flissigkeit benetzt und frei beweglich sein. Im Anschluss wird er mit 2 ml Silikondl tiber-
schichtet und der Tray geschlossen. Die Rehydratisierung erfolgt normalerweise tiber Nacht bei Raum-

temperatur (20°C).
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Sample In-Gel Rehydration

Die Rehydratisierung der IPG-DryStrips erfolgt genauso wie oben unter cu#p loading beschrieben, nur

dass in diesem Fall die zu analysierende Probe bereits der Rehydratisierlésung zugegeben wird.

Abbildung 4-7: Rehydratisierung der IPG-DryStrips vor der IEF

4.3.1.3 IEF mit der IPGphor

Durchfiihrung

Die tiber Nacht rehydratisierten IPG-Streifen werden aus dem Reswelling Tray herausgenommen und
kurz in Millipore-Wasser getaucht, um iiberschiissigen Quellpuffer zu entfernen und somit ein Auskris-
tallisieren von Harnstoff bei der darauffolgenden IEF zu unterbinden. AnschlieBend legt man die IPG-
Streifen mit der Gelseite nach oben auf ein mit Millipore-Wasser angefeuchtetes Filterpapier und ent-
fernt durch vorsichtiges Andriicken mit einem weiteren mit Millipore-Wasser benetzten Filterpapier das

auf der Geloberfliche haftende, iiberschiissige Wasser.

anodal
side

cathodal
side ﬂ

cooled
electrode
contact areas

IPGphor chamber

Abbildung 4-8: IEF in individuellen IPG Strip-Holdern mit integrierten Elektroden
(IPGphor)

Bei der IPGphor verwendet man sogenannte S#7p-Holder die je einen IPG-Gelstreifen aufnehmen kon-
nen (Abb. 4-9), und der durch Auflegen auf die Kuhlplatte gleichzeitig mit dem Elektrodenkontaktbe-
reich verbunden ist. Anstelle individueller Strip-Holder kann auch ein multipler Strip-Holder (Manifold)
(Abb. 4-9) verwendet werden. Die gequollenen IPG-Streifen werden in den S#zp-Holdern so positioniert,

dass das saure Ende zur Anode zeigt (Abb.4-10). Auf das anodale und kathodale Ende des Gelstreifens
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wird jeweils ein 1 mm starkes mit destilliertem Wasser angefeuchtetes Filterpapier (GroBe: 3x5 mm’)
aufgelegt und leicht angedrickt. Die einzelnen, beweglichen Elektroden werden darauf platziert. An-
schlieBend bringt man den ebenfalls beweglichen Probenauftragsbehilter (Sample cup) angrenzend an die
Elektrode an der Anode an, so dass er dicht mit dem Gelstreifen abschlieSt. Auf den gesamten Streifen
werden ca. 4 ml Dry Strip Cover Fluid pipettiert. AnschlieBend wird die in Lysispuffer geléste Probe in
den Probenauftragsbehilter gegeben und mit einigen Tropfen Dry Strip Cover Fluid iberschichtet. Die
Temperatur wihrend der IEF betrigt 20°C.

Die weiteren verwendeten Parameter konnen Tabelle 4-2 entnommen werden.

pH-Gradient 150V 300V 600V Gradient auf 8000V 8000V Voltstunden
2.5-5.0 1h 1h 1,5h 1h 7h 56000
34-54 1h 1h 1,5h 1h 6h 48000
35-45 1h 2h 2h 1h 12 h 116000
4.0-5.0 1h 2h 2h 1h 12 h 116000
43-06.9 1h 1h 1,5h 1h 6h 48000
44-52 1h 2h 2h 1h 12 h 116000
4.5-55 1h 2h 2h 1h 12 h 116000
475 -7.25 1h 1h 1,5h 1h 6h 48000
49-06.9 1h 1h 1,5h 1h 6h 48000
5.0-6.0 1h 2h 2h 1h 12 h 116000
55-6.7 1h 2h 2h 1h 12h 116000
6-12 1h 1h 1h 1h 3h 32000
3-10 1h 1h 1h 1h 3h 32000
3-11 1h 1h 1h 1h 3h 32000
Trenndiszanz 2h 2h 2h 1h 20 h 160000

Tabelle 4-2: Parameter fiir die IEF auf IPGphor fir 18cm lange IPG-Streifen
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Abbildung 4-9: Probenauftrag in individuellen cup loading strip holdern (oben) und multi-
plem cup-loading strip holder (,,Manifold) (unten) [74]

acidic end

basic end
<smmi [+ [=] ‘ :

sample gel 4
sample holder plastic film
Abbildung 4-10: Positionierung des Probenhalters auf dem IPG-Streifen [34]

Abbildung 4-11: Lagerung der IPG-Streifen in einer Klarsichthiille bei -70°C nach erfolgter
IEF [74]

Nach Beendigung der IEF werden die IPG-Streifen in eine Klarsichthtlle gelegt (Abb. 4-11) und bis
zur weiteren Verwendung fiir die SDS-PAGE bei -70°C gelagertt.
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4.3.2

Zweite Dimension: SDS-PAGE

Nach der IEF werden die Proteine in der zweiten Dimension mit Hilfe einer SDS-PAGE nach ihrer

Masse (genauer: Molekiilgrof3e bzw. hydrodynamischem Radius) getrennt. Man kann durch verschiede-

ne Acrylamidkonzentrationen das Trennverhalten der zweiten Dimension verindern. Durch eine hohe-

re Konzentration von Acrylamid (AA) werden die niedermolekularen Proteine besser getrennt, wih-

rend bei geringeren Konzentrationen die hochmolekularen Proteine besser getrennt werden. Eine

meistens verwendete Konzentration von T = 13% Acrylamid (AA) stellt einen Kompromiss fiir eine

zufriedenstellende Auftrennung von Proteinen im Massenbereich zwischen 10-100 kDa dar.

4.3.2.1 Herstellung von SDS Gelen

Reagenzlosungen:

o

Acrylamidlésung (30,8% T, 2,6 % C)

(30 % AA und 0,8 % Bis in Millipore-Wasser)

Um 1 Liter der Lésung herzustellen, 16st man 300 g AA und 8,0 g Bis-AA in etwa 500 ml Milli-
pore-Wasser und fillt dann auf 1000 ml auf. AnschlieBend wird die Loésung mit 10 g Mischbett-

ionenaustauscher versetzt, eine Stunde gertihrt und filtriert.

Gelpuffer:
(1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,4% SDS)
18,2 g Trizma-Base und 0,4 g SDS in etwa 80 ml Millipore-Wasser 16sen. Mit 4 N HCl auf pH

8,8 titrieren und mit Millipore-Wasser auf 100 ml auffillen.

Ammoniumpersulfatlosung (10 %)

1,0 g Ammoniumpersulfatlosung (APS) in 10 ml Millipore-Wasser 16sen (frisch ansetzen)

Glycerol-Losung
(50% Glycerol und 0,01% Bromphenolblau in Millipore-Wasser)
250 ml Glycerol (100%) in 250 ml Millipore-Wasser 16sen, mit 50 mg Bromphenolblau verset-

zen und fir einige Minuten rithren

Uberschichtungspuffer / Gelpuffer-gesittigtes 2-Butanol
Zu 20 ml Gelpuffer werden 30 ml 2-Butanol gegeben und die Loésung einige Minuten geriihrt.
Vor der Verwendung mussen sich beide Phasen wieder getrennt haben. Zum Uberschichten

der Gell6sung wird nur die obere, leichtere 2-Butanolphase verwendet.

TEMED (100%)
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IsoDalt EttanDalt
T=13% T=15% T=13% T=15%

Acrylamidlésung  [ml] 422 487 379,8 4383
Glycerol (100%) lg] 50 50 45 45
Gelpuffer [ml] 250 250 225 225
Millipore-Wasser  [ml] 283 217.5 2547 195,8
APS (10%) [ml] 7 7 6 6
TEMED [u] 55 55 50 50
Endvolumen [ml] 1000 1000 900 900

Tabelle 4-3: ,,Rezepte fiir vertikale SDS-Gele
Angebene Mengen sind ausreichend fir 14 IsoDak- bzw. 12 EttanDalt-Gele

Durchfiihrung
Aufbau der GieBkammer

Zwel durch ein Scharnier verbundene Glasplatten stellen zusammen mit einem 1 mm starken Ab-
standshalter (Spacer) eine GieBkassette (IsoDalt : 200 mm x 237 mm x 1mm, EttanDalt : 204 mm x 255
mm x 1mm) dar. Da am oberen Ende 2 cm zum Fixieren des IPG-Gelstreifens mit Agaroselésung frei
bleiben mussen, ergibt sich eine effektive Trenndistanz von 18 cm. Zwischen die einzelnen Giel3kasset-
ten werden alternierend Klarsichtfolien eingeordnet und zur gleichmafB3igen Druckverteilung an beide
Enden noch Schaumgummimatten eingesetzt. Zum SchlieBen der GieSkammer justiert man die Deck-

platte und schraubt sie tiber Kreuz fest.
Gie3en der SDS-Gele

Am Anfang wird das an der Kammer angebrachte Giel3reservoir mit einem Trichter verschlossen, in
den man im Anschluss die kurz zuvor mit TEMED und APS versetzte Gellosung gie3t. AnschlieSend
gibt man Glyceroll6sung dazu, die durch ihre héhere Dichte die Gell6sung im Einflussbereich ver-

dringt und die Gell6sung unterschichtet. (Abb. 4-12).

Die SDS-Gele werden nach dem Gielen an der Oberkante mit je 1 ml Gelpuffer-gesittigtem 2-Butanol
tberschichtet, damit eine glatte und horizontale Gelkante entsteht. Der Polymerisationsvorgang dauert

bei Raumtemperatur mindestens drei Stunden, wird aber zwecks besserer Reproduzierbarkeit meistens

tber Nacht durchgefihrt.

Nach abgeschlossener Polymerisation entnimmt man die Glasplatten und wischt sie aul3en sorgfiltig
mit destilliertem Wasser ab, auch das Butanol wird von der Geloberfliche abdekantiert. Damit vom

Sptlvorgang noch vorhandenes Wasser ablaufen kann, stellt man die GieB3kassetten mit der Oberkante
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nach unten auf ein Drahtgestell. Die beiden randstindigen Gele in der GieBkammer werden 1.A. ver-

worfen, da bei diesen keine gleichmifBige Dicke gewihrleistet ist.
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Abbildung 4-12: Gieflen der SDS-Gele [75, 76]

4.3.2.2 Aquilibrierung der IPG-Streifen

Die Aquihbrierung der IEF-Gele vor der SDS-Elektrophorese dient vor allem dazu, die fokussierten
Proteine optimal mit SDS zu beladen. Ohne diesen Schritt wire ein unzureichender Proteintransfer aus
der ersten in die zweite Dimension gegeben, verbunden mit einer vertikalen Streifenbildung, die auf die
in diesem Fall nur sukzessive in Losung gehenden Proteine zuriickzufithren ist [16]. Der Zusatz von
Harnstoff und Glycerol verbessert den Transfer, wihrend Iodacetamid im zweiten Aquilibrierschritt
zur Alkylierung der Sulthydrylgruppen dient und somit eine sukzessive Reoxidation (Spoz-Streaking) der
Proteine wihrend der SDS-PAGE verhindert (Tab. 4-4).

Reagenzlésungen

o Trenngelpuffer:
(1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,4% SDS )
18,2 g Trizma-Base und 0,4 g SDS in etwa 80 ml Millipore-Wasser 16sen. Mit 4 N HCl auf pH

8,8 titrieren und mit Millipore-Wasser auf 100 ml auffiillen.

o Aqulibrierungspuffer:
(6 M Harnstoff, 30 % Glycerol, 2 % SDS in 0,05 M Trenngelpuffer, pH 8,8)
180 g Harnstoff, 150 g Glycerol, 10 g SDS und 16,5 ml Trenngelpuffer in Millipore-Wasser 16-
sen und auf 500 ml mit Millipore-Wasser auffillen.
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Durchfiihrung

Zur Aquilibrierung werden die IPG-Gelstreifen mit der Gelseite nach oben in einen leeren IPG-Strip-
Tray gelegt. Nun gieBt man 100 ml Aqulibrierungspuffer, in dem zuvor 1 g DTT gel6st wurden, in den
Tray und bewegt die Fliissigkeit 15 Minuten auf einem Horizontalschiittler. Nach Abgief3en des ersten
Aquilibrierungspuffers werden die IPG-Streifen fiir weitere 15 Minuten in 100 ml Aquilibrierungspuf-
fer, in dem 4,8 g lodacetamid gel6st wurde, geschiittelt. Im Anschluss daran werden die IPG Gelstrei-

fen sofort fiir die zweite Dimension eingesetzt.

50 mM Tris-HCI pH 8.8 + 2% SDS

+ 6 M urea improved protein transfer

) from IPG Strip to SDS gel
+ 30% glycerol

+ 1% DTT
y ’ * removes point streaking
+ 4% iodoacetamide | ——— . alkylation of SH-groups

DTT iodoacetamide
1. 15 min (10 min) + -

2. 15 min (10 min) - +

Tabelle 4-4: Aquilibrieren des IPG Streifens vor der SDS-PAGE [8, 16]

4.3.2.3 Befillen des Elektrophorese-Tanks
Reagenzlésungen

o Tankpuffer-Konzentrat (4-fach konzentriert)

19,9 ¢ SDS, 58 g Trizma Base und 299,6 g Glycin in 5,0 Liter Millipore-Wasser l6sen

o Bromphenolblau-Losung : (0,25 % Bromphenolblau in Trenngelpuffer)
25 mg Bromphenolblau in 10 ml Trenngelpuffer 16sen

o Agaroselosung
Man gibt zu 100 ml Tankpuffer 500 mg Agarose und 300 ul Bromphenolblaul6sung, kocht die

Losung auf, bis sie klar ist und temperiert sie anschlieend im Wasserbad auf 80°C.

IsoDalt: Die Tankkammer wird mit 15 Liter Millipore-Wasser befiillt und daraufhin die Um-
wilzpumpe eingeschaltet. Im Anschluss gibt man 5 Liter des Tankpuffer-Konzentrats

hinzu und durchmischt den Tankpuffer ca. 1 h lang zur Temperierung auf 20°C.
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EttanDalt: Man befillt die Tankkammer mit 5,625 Liter Millipore-Wasser, gibt im Anschluss
1,875 Liter des Tankpuffer-Konzentrats hinzu und schaltet die Umwalzpumpe ein. Ein-

bringen der dquilibrierten IPG-Streifen in die Gelkassetten

Zunichst werden die dquilibrierten IPG-Streifen kurz in den Tankpuffer getaucht, um das darauffol-
gende Einschieben in die Gief3kassette zu etleichtern. Hierzu fasst man den IPG-Gelstreifen mit einer
Pinzette an einem Ende und fihrt den Streifen mit der Gelseite zum Bearbeitenden zeigend und der

Kathode nach rechts in die Kassette ein (Abb. 4-13 (1)).

1 2 1-D sample 3 hot
m or marker agarose
: * in filter pieces with buffer
: | |
e ol _{irr — T |

S~

acidic end

Abbildung 4-13: Aufbringen des IPG Streifens auf das SDS Gel
Einbringung (1 und 2) eines IPG-Streifens in ein vertikales SDS-Gel und Fixierung mit Agarose (3) [74]

Mit einem kleinen Spatel kann der IPG-Streifen nun nach unten geschoben werden, bis er auf dem
SDS-Gel aufliegt. Rechts neben den Gelstreifen wird nun ein mit zuvor 7 ul Molekulargewichtsmarker-
16sung getrinktes und anschlieBend getrocknetes Filterpapierstiick (5 x 2mm?) eingebracht. (Abb. 4-14
(2)). Anschlielend fixiert man den IPG-Streifen und das Filterpapierstickchen mit ca. 5 ml ca. 70-80°C

heifler Agaroseldsung, die nach wenigen Minuten bei Raumtemperatur erstarrt (Abb. 4-13 (3)).
Der aufgezeigte Arbeitsvorgang wird fiir alle IPG-Streifen durchgefiihrt.
Darauthin werden die GieB3kassetten in die Tankkammer eingebracht.

IsoDalt: Hier ist darauf zu achten, dass die Kassetten mit dem Scharnier nach unten zwischen die
Barrierenkimme geschoben werden (Abb. 4-14 A), d.h. der IPG-Streifen steht senk-

recht. Der tberschiissige Tankpuffer wird mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt.

EttanDalt:  Die Kassetten werden so eingebracht, dass sich der IPG-Gelstreifen am oberen Ende
befindet. Zum Schluf3 wird der Tank noch mit 2 Liter 2-fach konzentriertem Tankpuffer
bis zur Markierung aufgefillt (Abb. 4-14 B).

Der Kammerdeckel wird anschlieBend geschlossen, und die Elektrophorese gestartet.
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4.3.2.4 Laufparameter
Der Proteintransfer vom IPG-Streifen auf das SDS-Gel erfolgt fiir 1 h bei 50 mA, danach 1 h bei
80mA. AnschlieBend wird die Stromstirke auf 160 mA (alle Angaben fir 10 SDS-Gele) erhoht. Die

Spannung wird auf 200 V begrenzt. Die Trennzeit betrigt bei diesen Parametern etwa 18 h (bei 20°C).

@

o ® F@\
IPG strip | IPG strip

|
h . _ ] I Il_ SDS-Tris-
T i e glycine buffer
SDS
gel
—> SDS
gel anodal
buffer
4 ] 0%%% [ 4
| i
SDS-Tris-glycine buffer

Abbildung 4-14: Prinzipien der vertikalen SDS-Gelelektrophorese [76]

A: IsoDalt, B: EttanDalt

4.3.2.5 Beendigung der SDS-PAGE

Die Trennung wird gestoppt, wenn die Bromphenolblaufront der Agaroselosung das SDS-Gel voll-
stindig durchwandert hat. Darauthin werden die Kassetten aus dem Tank entnommen und mit einem
Spatel vorsichtig gedffnet. Der IPG-Streifen und die Agarosetiberschichtung werden entfernt, und das

Gel in eine Glaswanne mit Fixierlosung tberfiihrt.

4.4 Isoelektrische Vorfraktionierung in horizontalen Sephadex-IEF Gelen

Diese Proteinvorfraktionierungstechnik auf Basis der praparativen Sephadex-IEF fir die 2DE mit IPG-
Streifen wurde von Garyg et. al. [46] erstmals beschrieben. Diese Methode beruht auf einer isoelektrichen

Fokussierung mit Trigerampholyten in einem Flachbettgel aus Sepharose.

Ein Teil der Arbeit befasst sich mit der Weiterentwicklung und Verbesserung dieser Technik.

Die genaue Beschreibung ist in Kapitel 5-4 zu finden.

4.5 Proteinvisualisierung
Nach Beendigung der SDS-PAGE miissen die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine sichtbar ge-
macht werden. Dies kann durch Silberfiarbung, der Anfiarbung mit anionischen Farbstoffen (z.B. Coo-

massie Blau) oder durch Fluoreszenzdetektion erfolgen.
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4.5.1

Silberfirbung nach Blum et al. (modifiziert)

Reagenzlosungen :

O

Pro 2DE-Gel werden 500 ml der jeweiligen Losungen benétigt.

Fixierlosung (40% Ethanol, 10% Essigsdure)
1 Liter Losung: 400 ml Ethanol mit 100 ml Eisessig und 500 ml Millipore-Wasser mischen

Sensitivierlésung (0,02% Natriumthiosulfat)

200 mg Natriumthiosulfat-Pentahydrat in 1 Liter Millipore-Wasser 16sen

Silbernitratlosung (0,2 % Silbernitrat, 0,02 % Formaldehyd)
2 g Silbernitrat in 1 Liter Millipore-Wasser 16sen und kurz vor Gebrauch mit 0,2 ml Formalde-

hyd-Losung (37%-ig) versetzen

Entwicklerl6sung (3% Natriumcarbonat, 0,05 % Formaldehyd, 0,005 % Natriumthiosulfat)
30 g Natriumcarbonat und 5 mg Natriumthiosulfat-Pentahydrat in 1 Liter Millipore-Wasser 16-

sen und unmittelbar vor Gebrauch 0,5 ml Formaldehyd (37%-ige Lsg.) hinzufiigen.

Stopplosung (0,5 % Glycin)

5 g Glycin in 1 Liter Millipore-Wasser 16sen

Durchfiihrung

Die Durchfithrung der Firbung erfolgt entsprechend dem in Tabelle 4-5 aufgeftihrten Protokoll.

Arbeitsschritt Reagenz Zeit
Fixieren Fixietl6sung >3h
Waschen 30% Ethanol 20 min
Waschen 15% Ethanol 20 min
Waschen Millipore-Wasser 20 min
Sensitivieren Sensitivierl6sung 1 min
Waschen Millipore-Wasser 3x20s
Imprignieren mit Silbernitrat-L.ésung Silbernitratldsung Mind. 20 min
Waschen Millipore-Wasser 3x20s
Entwickeln Entwicklerlésung 2-5 min
Waschen Millipore-Wasser 20's
Stoppen Stopplésung Mind. 5 min
Lagerung Millipore-Wasser -

Tabelle 4-5: Silberfarbeprotokoll nach Blum et al. (modifiziert)[77]
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4.5.2 Coomassie Brillant Blau Firbung

Die verwendeten Firbemethoden sind kolloidale CBB-Firbungen, basierend auf der Methode von

Neuhoff ez al [78, 79]

Nach einer mindestens dreistiindigen Fixierung in 40% Ethanol und 10% Essigsiaure wird das Gel in
500 ml der Firbel6sung gelegt, und die Proteine mindestens 3 Stunden angefirbt. Die Entfirbung fin-
det in mehreren Schritten durch 25% Ethanol und 8% Essigsiure statt. Als Firbelosung wurde zu-
nichst RotiBlue G-250 (Fa. Roth) verwendet. Dazu wurden 100 ml des 5-fach Konzentrats in 300 ml
H,O und 100 ml Methanol verdinnt.

Alternativ wurde die Coomassie Farbemethode Blue Silver verwendet [80]:

o 200 ml Millipore H,O + 100 ml H,PO, (85%ig) + 100 g (NH,),SO, 16sen
o 1,2 g Coomassie G-250 zugeben und I6sen

o 600 ml Millipore H,O zugeben

o 200 ml Methanol zugeben (unter Rihren)

Die Firbung erfolgte wie oben unter ,,Roti Blue® beschrieben. Die Coomassie-Blau-Firbung wurde

immer dann gewahlt, wenn die Proteine anschlieBend mit MALDI-MS identifiziert wurden.

4.5.3 SYPRO Ruby Firbung

Die Gele wurden entsprechend dem Protokoll von Molecular Probes angefirbt. Nach Fixierung in 40%
Ethanol und 10% Essigsdure wurden auf jedes 2D-Gel 300ml der unverdinnten Firbelésung gegeben.
Nach der Firbung tiber Nacht wurden die Gele laut Protokoll eine Stunde mit 10% Ethanol und 7%
Essigsdure entfirbt und danach eingescannt. Da SYPRO Ruby sehr leicht von Glas absorbiert wird,

sollten fiir diese Farbungen unbedingt Behalter aus Polypropylen verwendet werden.

Eine kostengtinstigere Méglichkeit stellt die Firbung mit Ruthenium II tris (bathophenantroline disul-

fonate, welches der Grundstoff von SYPRO Ruby ist) dar, wie von Lamanda e. a/beschrieben [81].

4.6 Geltrocknung

2D-Gele mussen, um eine Zerstorung zu verhindern, vor der Lagerung speziell getrocknet werden.

Reagenzlésung:
o Schrumpflésung (30% Ethanol, 10% Glycerin)

100 g Glycerin und 300 ml Ethanol mit Millipore-Wasser auf 1 Liter auffillen
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Durchfiithrung

Nach dem Einscannen wird ein Gel ca. 8 - 10 min in 500 ml Schrumpflésung geschiittelt. Zusitzlich
werden pro Gel zwei Cellophanfolien in einer weiteren Glaswanne ebenfalls in die Schrumpflésung
eingelegt. Im Anschluss daran spannt man ein Gel feucht zwischen die beiden Cellophanfolien auf ei-
nen Rahmen. Dabei ist es wichtig, die eingeschlossene Fliissigkeit mit einem Glasstab herauszudriicken,
um spitere Risse im Gel zu vermeiden. Die Gele werden tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet
(vorteilhafterweise mit einem Ventilator) und danach zur Aufbewahrung in eine Klarsichtfolie einge-

schweil3t.

4.7 Difference Gel Elektrophoresis (DIGE)

Das Prinpiz der DIGE-Technologie wurde bereits in Kap. 3-7 niher erliutert. Zunichst werden die
Proteine vor der 2DE mit CyDye Farbstoften gelabelt. Bei der Methode des winimal labeling wird nur ein
Lysinrest eines Proteins, und nur ca. 3% samtlicher Proteine im Extrakt gelabelf. Durch dieses labeling
andert sich der isoelektrische Punkt des Proteins nicht signifikant, und seine Masse erhoht sich nur um
ca. 450 Da. Dadurch wird sichergestellt, dass sich das Proteinmuster im Vergleich zu den mit Coomas-
sie Blau gefirbten Gelen nicht signifikant verindert, was die Zuordnung der Spots etleichtert. Dies
steht im Gegensatz zum Sittigungslabelling, bei dem sich die Masse der Proteine stark verdndert. Nach
dem /labeling wurden gleiche Proteinmengen der verschiedenen Extrakte gemischt und davon eine 2DE

durchgefiihrt.

4.7.1 Proteinsolubilisierung fiir DIGE

Die Proteinextrakte wurden wie in 4.2 beschrieben hergestellt. AnschlieBend wurden die Extrakte mit-
tels Ultrafiltration aufkonzentriert. Die Proteinkonzentration der Extrakte wurde danach mit Hilfe des
2DE-QuantKit bestimmt. Ein Unterschied besteht zu der normal Gblichen Extraktion: Der verwendete
Lysispuffer darf weder DTT noch Pharmalyte enthalten, da diese die Reaktion der CyDye Farbstoffe
mit der e-Aminogruppe von Lysin aufgrund ihrer Eigenschaft als Reduktionsmittel (DTT) oder prima-
res Amin (Pharmalyte) beeintrichtigen. Aus diesem Grund wurden diese Stoffe erst nach der /abeling
Reaktion zugegeben. Das pH-Optimum fiir die /zbeling Reaktion betragt 8,5. Dieser pH-Wert wurde
durch Zugabe von 30 mM Tris in den Lysispuffer eingestellt.

4.7.2 Fluoreszenzlabeling fiir DIGE

Die CyDye Farbstoffe wurden vor ihrem ersten Gebrauch in DMF aufgenommen. Das DMF sollte
moglichst frisch sein (nicht alter als drei Monate), da es nach einiger Zeit in Aminkomponenten zerfillt
die die /abeling Reaktion stéren. Die gelosten CyDyes sind bei -20°C fiir maximal 6 Monate haltbar. Di-

rekt vor dem /labeling wurden die Farbstoffe mit DMF auf eine Konzentration von 0,4 mM verdunnt. 50
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ug der Proteinprobe wurden unter Kihlung der Probe auf Eis mit 400 pmol des CyDyes gemischt. Die
labeling Reaktion fand anschlieBend im Dunkeln fir 30 Minuten statt. Durch Zugabe von 10 mM Lysin
pro 400 pmol CyDye wurde die Reaktion gestoppt. Nach weiteren 10 Minuten auf Eis wurde 1 ul 50%
DTT und 1 pl Pharmalyte (pH 3-10) pro 50 ul der Probenlésung zugegeben. AnschlieBend wurden die
Proben sofort fur 2DE-Gelelektrophorese verwendet.

Nach dem /abeling wurden die verschiedenen Extrakte gemischt und der interne gepoolte Protein-
Standard (IPS) zugegeben. Die zu vergleichenden Extrakte wurden zuvor mit Cy3 oder Cy5 gelabelt. Der
IPS wurde mit Cy2 gelabelt. Der IPS bestand aus der vereinten Mischung der eingesetzten Extrakte. Die

jeweils eingesetzte Proteinmenge der Extrakte im IPS war identisch.

4.7.3 2DE-Gelektrophorese der DIGE-Proben

IEF, Aquilibrierung und SDS-PAGE wurden im Wesentlichen unter den in Kapitel 4-3 angegebenen
Bedingungen durchgefiihrt. Die hauptsichlichen Unterschiede bestehen in der Verwendung von /ow-
fluorescent Glasplatten, da die Gele in den Glaskassetten gescannt wurden und die Eigenfluoreszenz der
normalen Glasplatten Signale tiberlagern kénnen. Der zweite Unterschied ist der Ausschluss von Licht
wihrend der IEF und der zweiten Dimension zur Vermeidung von irreversiblen Reaktionen der CyDy-

es mit Licht (photo-bleaching).

4.8 Proteinidentifizierung mittels MALDI-MS

4.8.1 Probenvorbereitung

Nach Anfirbung der Proteine mit Coomassie-Blau wurden die zu identifizierenden Spots von Hand
gepickt. Dazu wurden Pipettenspitzen mit einem Skalpell auf den jeweilige Spotdurchmesser zuge-
schnitten und der Spot ausgestanzt. AnschlieBend wurde der Spot in ein Eppendorf-Reaktionsgefil3
uberfihrt.

Die aus den 2D-Gelen ausgestanzten Spots wurden zunichst mit jeweils 100 pl Entfarbelosung (50%
Acetonittil (v/v), 25 mM NH,HCO,) dreimal fur 20 Minuten bei 37°C und 300 rpm im Thermomixer
(Eppendorf) gewaschen. Nach dem Entfernen der letzten Entfarbel6sung wurden die Proben 30 Minu-
ten lang in der SpeedVac vollstindig getrocknet. Danach wurden die Proben mit 10 pl Trypsinlosung
(20 pg Trypsin in 100 ul 1 mM HCI und 1500 pl 25 mM NH,HCO,) 16 Stunden bei 37°C inkubiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Eppendorfgefi} gegeben. Die Elution der restli-
chen Peptide aus dem Gelstlick erfolgte mittels 30 ul Elutionlésung (50% Acetonitril (v/v) und 0,5%
(v/v) TFA). Diese Lésung wurde in das Gefdl3 mit dem Gelstiick gegeben und 20 Minuten im Ultra-
schallbad inkubiert. Dieser Uberstand wurde mit dem Uberstand des tryptischen Verdaus vereint und
90 Minuten in der SpeedVac vollstindig getrocknet. Nicht zur sofortigen Messung benétigte Proben

wurden bei -20°C eingefroren. Vor der Messung wurde die Probe in 5 ul Elutionslésung aufgenommen
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und 5 Minuten im Ultraschallbad gelost. Zur Kiristallisation der Matrix wurde die Dried Droplet Methode
verwendet. Es wurden 0,5 pl der Probe mit 0,5 pl der Matrix (2mg/ml CHCA, 50% (v/v) Acetonitril,
0,1% (v/v) TFA und 10 mM NH,H,PO,) [82] gemischt und unter dem Abzug getrocknet. Anschlie-
Bend wurden die getrockneten Spots mit 1,5 pl Waschpuffer (2 mg/ml Diammoniumcitrat) [82] fir 5

Sekunden gewaschen und danach die Flussigkeit wieder abgezogen.

4.8.2 MALDI-MS Parameter

Die externe Kalibrierung des Ettan MALDI-ToF-Pro Massenspektrometers erfolgte durch ein Ge-
misch aus Bradykinin Fragment 1-7, Angiotensin II (human), P, ,R und ATCH Fragment 18-39 (hu-
man) und wurde alle zwei Wochen durchgefiihrt. Die interne Kalibrierung der Proben erfolgte durch
die Figenverdauprodukte von Trypsin: Trypsin II und Trypsin IV. Die weiteren Einstellungen sind in
Tabelle 4-6 wiedergegeben.

Detection mode

Reflectron
Low mass rejection 500 m/z
Laser mode 8 Shot
Acceleration potential 20 kV
Pulsed extraction / Focus mass On /2000 m/z
Target Region / Auto adjust 30% / On
Laser Power / Auto adjust 47% / Off
Accumulated Shots 300
Selective Accumulation On
Parameters Mass Intensity
Min. 800 m/z 8
Max. 4000 m/z 100

Tabelle 4-6: MALDI Parameter fiir das Ettan MALDI-ToF-Pro

4.8.3 Proteinidentifizierung

Die Proteinidentifizierung fand durch Vergleich mit der NCBI Datenbank Coryne 150104 (Kalinowski
Annotation) statt. Ein Protein wurde als identifiziert angesehen, wenn mindestens 5 Peptide zugeordnet
werden konnten und zusitzlich die Expectation (d.h. Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven Ergebnis-

ses) unter 0,05 lag.
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4.9 Computergestiitzte Auswertung der 2DE-Gele und Proteinmustervergleich

4.9.1 Auswertung der 2DE-Gele nach Firbungen

Zur computergestiitzten Bildauswertung wurde ein Computersystem bestehend aus einem Pentium PC,
einem Epson Expression Pro Durchlichtscanner, Amersham Bioscience Typhoon Phosphor-
/Fluoreszenzimager und der Auswertungssoftware Quantity One, Labscan v3.0, ImageMaster 2DE

Elite v3.1, v4.1 verwendet.

4.9.1.1 Digitalisierung der Gele

Zur Durchfiihrung quantitativer Analysen ist es notwendig, den Scanner vor dem Betrieb mit einem
Graukeil definierter optischer Dichten zu kalibrieren, um gleichbleibende und somit vergleichbare Er-
gebnisse bei der Auswertung erzielen zu kénnen. Hierzu wird der Graukeil im Durchlichtmodus mit
der Software Labscan digitalisiert. AnschlieBend werden die gescannten Graustufen von der Software

mit den tatsidchlichen Graustufen verglichen und eine densitometrische Ausgleichskurve berechnet.

Die Gele werden zum Digitalisieren luftblasenfrei auf die Glasplatte des Densitometers gelegt und bei
8-bit (bzw. 16-bit) Graustufen und einer Auflésung von 200 dpi gescannt. AnschlieBend werden die
digitalisierten Abbildungen der Gele im Tiff - Format gespeichert.

4.9.1.2 Detektion der Proteinspots

Zur Spoterkennung werden vom Auswertesystem Parameter fir Empfindlichkeit, GroB3e des Opera-
tors, Gelhintergrund und Entstorfilter benotigt. Die Wahl der Parameter beeinflusst die Treffgenauig-
keit der Spoterkennung. Um die jeweils richtigen Parameter fur die eingescannten Gele zu finden bietet
die ImageMaster Software Hilfsprogramme, wie den sogenannten "Spot Detection Wizard" (siche Abb.
4-15). Hierbei werden Parameter solange interpoliert und optisch dargestellt, bis ein zufriedenstellendes

Ergebnis erreicht wird.

Die Parameter hingen primir von der Art der Digitalisierung der Gele ab. Je nach verwendeter Auflo-
sung benotigt das Auswertesystem unterschiedliche Parameter zur optimalen Spotdetektion. Es ist
empfehlenswert, Gelserien immer mit der gleichen Auflésung und mit dem gleichen Scanner zu digita-

lisieren.
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Abbildung 4-15: ,,Spot detection Wizard*

&% | Undo

Hilfsprogramm zur Ermittlung der optimalen Parameter fiir die Spotdetektion mit dem Auswertesystem ImageMaster

2DE-Elite v3.1(GE Healthcare)

Sind geeignete Parameter gefunden, werden sie auf alle Gele der Versuchsserie angewandt. Nach der

automatischen Erkennung erscheinen die detektierten Spots wie in Abb. 4-16 farbig umrandet.
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Abbildung 4-16: Detektierte Proteinspots

Bei der Spotdetektion ist es notig, einen geeigneten Wert fir die Empfindlichkeit und den Hintergrund-

faktor fir alle Gele einzugeben. Abbildung 4-17 zeigt die Detektion eines Proteinspots (1) dessen

Grauwertpeak oberhalb des Hintergrundschwellenwertes (in diesem Fall Grauwert=20) liegt, dieser

wird als Spot erkannt (blau umrandet). Der Wert von Spot (2) liegt knapp darunter und wird somit vom

Auswertesystem nicht als Spot akzeptiert.
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Abbildung 4-17: Spotdetektion in Abhidngigkeit des gewihlten Schwellenwerts

Bei unterschiedlicher Anfirbung von Proteinspots einer Gelserie z.B. durch geringfiigig differierende
Entwicklungszeiten bei der Silberfirbung kann es vorkommen, dass ein Spot auf dem stirker gefiarbten
Gel erkannt wird, auf dem schwicher gefirbten jedoch nicht. Daher ist es nétig, die Detektion zu G-

berpriifen und die Gele manuell zu editieren.

4.9.1.3 Editieren der Spots

Aufgrund der Limitationen der Image-Analyse Software ist es unwahrscheinlich, dass alle Spots korrekt
identifiziert werden. Des Weiteren werden leichte Verunreinigungen des Gels als mégliche Proteinspots
erkannt. Demzufolge muss das Bild in der Regel manuell nachbearbeitet werden. Daftir bietet das Bild-
auswertungssystem ImageMaster 2DE Elite Korrekturmdglichkeiten, die es erlauben, Spots hinzuzufi-

gen, zu loschen, zu erweitern, zu teilen und zu verkleinern (Abbildung 4-18).

f“'y Spots hinzufiigen

@( Spots |dschen
¥
Spots vergrossern

_[‘ Spots erweitern
a®

Spots teilen

I‘\\S Spots auswahlen

Abbildung 4-18: Werkzeuge zur manuellen Nachbearbeitung der detektierten Spots
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Die Nachbearbeitung der Spots ist der fiir den Anwender arbeitsintensivste Abschnitt. Dabei liegt die
Dauer des Editierens der Spots, je nach verwendetem Auswerteprogramm, Anzahl der auf dem Gel
befindlichen Spots und des Ergebnisses der automatisierten Spotdetektion, bei 2-6 Stunden pro 2D-

Elektrophoresegel.

4.9.1.4 Spotmustervergleich mit anderen Gelen (Matching)

Waurden alle Gele editiert, kann der Proteinmustervergleich innerhalb einer Gelserie durchgefiihrt wer-
den. Beim Vergleich der Gele wird nach unterschiedlichen Proteinen innerhalb der Gelserie gesucht.
Dabei ist es notwendig, ein Gel als Referenzgel zu definieren. Dieses Gel wird anschlieBend mit den
tbrigen Gelen des Versuchs verglichen. Auch bei dem Spotmustervergleich (Matching) ist es notig,
Parameter fiir die Suchfunktion anzugeben (Abbildung 4-19). In den Versuchsreihen wurden folgende

Parameter verwendet: Vector Box Size: 20 und Search Box Size: 64

t atching

Wectar Box Size |20
Search Box Size  [g4

[v Copy parameters to all Gels
W Process all Gels

Abbildung 4-19: Verwendete Parameter fiir den Spotmustervergleich

Der Proteinmustervergleich lduft nach Angabe der Parameter automatisch ab. Da eine Verschiebung
der Spotposition innerhalb einer Gelserie durch experimentelle Einflisse (z.B. Schrumpfen der Gele)
unvermeidbar ist, enthilt das Auswertesystem Funktionen, die es ermdglichen, diese Positionsabwei-
chungen auszugleichen. Die Spots werden demnach auf ihre relative Position zueinander verglichen, da
sich die Spotmuster selbst durch die Versuchsbedingungen nur geringfiigig andern. Nach dem Muster-
vergleich (Matching) ist es notig, die gefundenen Ubereinstimmungen (d.h. die Trefferquote) zu kon-

trollieren und eventuell falsch zugeordnete Spots manuell zu korrigieren.

Hierbei ist es moglich (und meistens auch nétig) Fixpunkte (,Seed” bzw. ,Landmarks®) identischer
Proteinspots auf alle Gele zu setzen (sinnvoll sind ca. 50 Fixpunkte auf einem 25cm x 20cm grof3en
Gel), d.h. Spots manuell einander zuzuordnen. Die Fixpunkte sollten gleichmiBig iiber das gesamte Gel
verteilt sein. Das Markieren der ca. 50 Fixpunkte nimmt pro Gel in etwa 15-30 Minuten Arbeitszeit in

Anspruch.

Das Bildauswertesystem bietet zu diesem Arbeitsschritt Kontrollfunktionen an, die erkennen lassen, ob
die Proteinspots untereinander richtig zugeordnet wurden. Zum Beispiel wird das Spotmuster des Refe-
renzgels mit der Funktion "Overlay Warping" so verzerrt, dass richtig zugeordnete Spots deckungs-

gleich dargestellt werden (Abbildung 4-20).
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Abbildung 4-20: Overlay warping

Links: Darstellung der Spotmuster ohne Warpingfunktion / Rechts: Spotmuster mit Watrpingfunktion

Mit einer der Vektorfunktionen kann die Abweichung, also der Versatz der Spotkoordinaten der
Elektrophoresegele im Vergleich zum Referenzgel, anzeigt werden. Dieser Versatz wird mit Hilfe von
Linien (Vektoren) dargestellt, die in der Spotmitte beginnen und durch ihre Linge und Richtung Aus-

kunft tber die Verschiebungen der einzelnen Proteinspots geben.

Bei der Kontrolle muss nun gepriift werden, ob die Linien in jedem Abschnitt des Gels tendenziell in
dieselbe Richtung weisen und méglichst gleich lang sind (idealerweise sind die Linien in benachbarten
Gelbereichen parallel und etwa gleich lang). Kreuzen sich Linien oder treten Linien auf, die im Ver-
gleich zu den umgebenden auffallend linger oder kurzer sind, besteht der Verdacht einer falschen

Zuordnung.

Treten Fehler bei dem Proteinmustervergleich auf, so konnen die Zuordnungen auch einzeln manuell
korrigiert werden. Bei mehreren Falschidentifizierungen der Spots ist es jedoch genauer und einfacher,
das Bildauswertesystem die Korrekturen selbst vornehmen zu lassen. Dazu miissen in den Gelabschnit-
ten, in denen Fehler beobachtet wurden, weitere Referenzpunkte (Landmarks) eingefiigt werden, und

der Vergleichsalgorithmus erneut gestartet werden.

Sind alle Kriterien erfillt, kénnen die Daten der untersuchten 2DE-Elektrophoresegele ausgewertet
werden. Qualitative und quantitative Unterschiede werden als Histogramme in Tabellen oder direkt als
farbige Markierung im Gelabbild angezeigt. Zusatzlich ist es jederzeit moglich, weitere Gele in ein vor-
handenes Matchset aufzunehmen und mit dem Standardgel zu vergleichen. AbschlieBend ist es mog-
lich, Datenbanken der untersuchten Gelserien anzulegen. Auflerdem kénnen Proteinspots mit Annota-
tionen versehen, XML- bzw. HTML-Dateien generiert und Internetverkniipfungen zu Proteindaten-

banken erstellt werden.
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4.9.1.5 Dual Channel Imaging

Mit Bildbearbeitungssystemen wie Adobe Photoshop oder Micrografix Picture Publisher ist es moglich,
mit Hilfe des additiven Farbmodells die Farbdarstellung zu dndern. Das additive Farbmodell basiert auf
den drei Farben rot, griin und blau, den sogenannten Primirfarben oder Kanilen (siche Abbildung
4-21) Werden diese drei Primirfarben in verschiedenen Prozentanteilen gemischt, kann jede beliebige
Farbe erzeugt werden. Wenn die Farben Rot und Griin gemischt werden, erhilt man zum Beispiel die

Farbe gelb. Alle drei Primiérfarben kombiniert ergeben in der Addition die Farbe Weil3.

Abbildung 4-21: Additives Farbmodell und Farbmischung

Es konnen mit Hilfe der Software Graustufenbilder digital in Primarfarbstufen, wie in Abbildung 4-22

gezeigt, umgewandelt werden.

==
—

Abbildung 4-22: Konvertierung von Grau in RGB-Farbstufen

Im folgenden Beispiel (Abbildung 4-23) wurden die 8-bit Graustufenbilder zunichst in 8-bit Grin-

bzw. 8-bit Rotstufen konvertiert.
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Abbildung 4-23: Umwandlung von Grau- in Rot- bzw. Griinstufen zur digitalen Uberlagerung
unterschiedlicher 2D-Gele

Um qualitative Unterschiede im Proteinmuster auf einfache Weise zu finden, konnen diese Bilder im

Computer digital iiberlagert, und eine Farbaddition durchgefiihrt werden (Abbildung 4-24).

Abbildung 4-24: Farbaddition digital iiberlagerter 2D-Gel Images

Dabei entsteht bei tibereinstimmenden Mustern die jeweilige Mischfarbe, in diesem Fall aus Rot und
Grin die Farbe Gelb. Zudem bleiben die jeweiligen Unterschiede farblich erkennbar und kénnen dem

urspriinglichen Bild bzw. Gel zugeordnet werden.

Diese Technik ist fur den visuellen Vergleich digitalisierter Elektrophoresegele von Nutzen, um Unter-
schiede der Proteinexpression zwischen zwei Gelen auf einfache Weise zu untersuchen und zu doku-
mentieren. Es ist auBerdem moglich zwei verschiedene Proben auf einem einzigen Gel zu trennen und
anzufirben. Zum Beispiel lassen sich in vivo radioaktiv markierte Proteinproben gestresster Zellen zu-
sammen mit unmarkierten Proteinproben ungestresster Zellen mischen. Nach elektrophoretischer
Trennung der Proteine und Digitalisierung der Gele nach Farbung und Exposition, ist es méglich, das
Autoradiogramm und das Bild des gefirbten Gels zu tiberlagern und Stressproteine auf einfache Weise
zu identifizieren [83]. Manche kommerziellen Auswertesysteme wie Definiens ProteomeWeaver, Deco-
don Delta2D oder Compugen Z3 haben diese Technik bereits implementiert.
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4.10 Auswertung der 2DE-Gele nach Fluoreszenzmarkierung

4.10.1 Scannen der DIGE Gele

Nach der zweiten Dimension (SDS-PAGE) wurden die Gele in der Glaskassette gescannt. Dadurch,
dass sie noch in der Kassette verblieben, wurde sichergestellt, dass simtliche Gele dieselben Dimensio-
nen hatten, welches das Spot matching der verschiedenen Gele erheblich erleichterte. Die Glasplatten
wurden mit destilliertem Wasser und einem fusselfreien Tuch abgewischt und anschlieBend im Amers-
ham Bioscience Typhoon 9400 Phosphort-/Fluoreszenzimager Variable Mode Imager digitalisiert. Die

drei verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe (Tab. 4-7) wurden dabei nacheinander angeregt.

Absorptionsmaximum Emissionsmaxium Emissionsfilter verwendeter
Fluorophor
[nm] [nm] [nm] Laser
Cy2 489 506 500 - 540 Blue2 (488)
Cy3 550 570 565 - 595 Green (532)
Cy5 649 670 0655 - 685 Red (633)
Tabelle 4-7: Ubersicht der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe (CyDyes) [84], [85]

Fir jeden verwendeten Fluorophor wurde ein separates Bild erstellt und als Datei auf dem Computer
abgespeichert. Durch einen Vor-Sen mit einer Auflésung von 1000 pum pro Pixel werden die entspre-
chenden Scan-Parameter Uberprift und gegebenenfalls korrigiert. Die Spannung am Photomultiplier
wurde so eingestellt, dass der lineare Bereich (fiinf Zehnerpotenzen) maximal ausgenutzt werden konn-
te. Dies wurde mittels der ImageQuant Software tiberprift. Die Hohe der Intensititen der Fluoreszenz-
farbstoffe durfte einen Wert von 100.000 Einheiten nicht tibersteigen. War dies der Fall, so musste die
Spannung am Photomultiplier (PMT) gesenkt werden. Wenn der lineare Bereich nicht ganz ausgenutzt
wurde, so musste die PMT gesteigert werden. AnschlieBend wurden die Gele mit Hilfe der gleichen
Software virtuell zugeschnitten. Durch das Zuschneiden konnten Bereiche (z.B. unterer Gelrand), in
denen sonst nur Artefakte erkannt werden konnten, von der Detektion mit der DeCyder Software aus-
geschlossen werden. Danach wurde der Haupt-Sean mit einer Auflésung von 100 pm pro Pixel durch-

gefiihrt.
4.10.2 Imageanalyse mittels DeCyder Software

Die Auswertung der Bild-Daten erfolgt mit Hilfe der DeCyder™-Software. In einem ersten Schritt werden
die drei Bild-Dateien eines Gels in das DIA-Modul (Differential In-gel Analysis) der Software geladen, pro-
zessiert und quantifiziert. Die Spotdetektion erfolgt tiiber die Einstellung eines einzigen Parameters, der
Anzahl der erwarteten Spots. Ein Wert von 2500 erwies sich dabei als vorteilhaft, da bei héheren Wer-

ten viele Artefakte detektiert wurden. Bei niedrigeren Werten wurden dagegen einige Spots nicht er-
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kannt. Nachdem die Anzahl der detektierten Spots von der Software ermittelt sind, werden die erhalte-
nen Rohdaten durch die Verwendung entsprechender Filter (S/ope = 1,1; Area = 100; Peak Hezght < 100;
Volume < 10000) vorselektiert. Vermeintliche Proteinspots, wie z. B. Staubpartikel, werden somit von
der weiteren Analyse ausgeschlossen. Anschliefend wurden die generierten Daten in das BVA-Modul
(Biological 1 ariation Analysis) der Software geladen, mit dessen Hilfe die einzelnen quantifizierten 2DE-
Gele verglichen und ausgewertet wurden. Zunichst wird die Lage der Proteinspots zwischen den ein-
zelnen Gelen abgeglichen (Mazching). Dies wurde bei 40 zufillig ausgewihlten Spots tiberpriift, ob die
Zuordnung korrekt war. Wenn dies der Fall war, wurde das Gel als korrekt abgeglichen angesehen. Im
Falle von einander falsch zugeordneten Spots wurden die Fehler korrigiert, und die Zuordnung nach
dem Markieren von Spots, die auf allen Gelen vorhanden waren und somit als Orientierungspunkte
(ylandmarks ) tir die Software dienen konnten, neu durchgefthrt. Die anschlieBende statistische Analy-
se erfolgt ausschlief3lich auf Grundlage des verwendeten internen Standards [86]. Dieser wird durch die
Software zwischen den einzelnen Gelen eines Experiments normalisiert. Durch die Vorgabe bestimm-
ter Kriterien z.B. Average Ratio (bei denen die der Quotient der Fluoreszenzintensitit der Cy3 und Cy5
gelabelten Extrakte einen Wert von 2 iberschritt) und der t-Test (statistischer Test, mit dessen Hilfe aus-
gesagt werden kann, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass der Mittelwert der erhaltenen Werte in
einem Intervall von hier 0,5% um den wahren Mittelwert liegt) einen Wert unter 0,005 haben musste,

wurden aus den analysierten Daten differentiell exprimierte Spots ermittelt.

Danach wurden die Gele mit Coomassie-Blau angefirbt und die differentiell exprimierten Spots ge-
pickt. Diese wurden durch anschlieBende MALDI-MS analysiert und dann mit Hilfe von Datenbanken

identifiziert.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die 2D-Elektrophorese mit weiten pH-Gradienten (z.B. IPG 3-11) in der ersten Dimension (IEF) eig-
net sich hervorragend fiir die Analyse sehr kleiner Proteome (z.B. von Mycoplasma genitalinm) oder von
Subproteomen (z.B. Mitochondrien). Allerdings reicht das erzielbare Auflésungsvermdogen fur die Ana-
lyse komplexer Proteome, insbesondere von eukaryotischen Organismen, in aller Regel nicht aus. Zu-
siatzlich wird aufgrund von co- und posttranslationalen Modifikationen und differentiellem Gen-
Splicing eine groflere Zahl an Proteinen exprimiert, als dies die Zahl der offenen Leserahmen (ORFs)
allein erwarten lie3e. Die Folge ist eine Co-Migration von Proteinen mit dhnlichen physikochemischen
Eigenschaften (pI, M,), was deren Trennung und Identifizierung erheblich erschwert. Die mit der Ana-
lyse komplexer Proteome verbundenen Schwierigkeiten lassen sich durch die Verwendung enger (1-2
pH Einheiten) oder ultraenger (< 1 pH Einheit) IPGs verringern, wenn auch nicht vollstindig beseiti-
gen, denn Sie bieten gewissermassen eine ,,Zoom-in-Funktion® an, mit deren Hilfe man iberladene

Regionen auf 2DE-Gelen erheblich besser auflésen kann.

Ein Grofiteil der vorliegenden Arbeit konzentriert sich auf die Analyse des sauren und neutralen pH-
Bereichs des C. glutamicum Proteoms, da in diesem Bereich die gré3te Zahl an Proteinen bzw. Protein-
clustern zu finden ist. Zunichst wurde systematisch untersucht, inwiefern sich eine verbesserte Tren-
nung und Sichtbarmachung des sauren und neutralen C. glutamicum Proteoms durch eine Kombination
unterschiedlich enger, tberlappender IPGs erzielen lisst, welche in ihrer Summe einen nichtlinearen
pH-Gradientenverlauf ergeben. Diese ,,mal3geschneiderten® IPGs wurden optimal an die aus der Ge-
nom-Sequenz abgeleitete hypothetische Proteinverteilung des C. glutamicum Proteoms angepasst, wo-
durch wir in der Lage waren, Bereiche mit hoher Proteinanzahl zu ,,spreizen®, und Bereiche mit gerin-
ger Proteinanzahl ohne erkennbare Einbulle an Auflésungsvermogen zu komprimieren. Durch die
Konstruktion unterschiedlich weiter IPGs sowie durch einen relativ kurzen Uberlappungsbereich der
einzelnen Gele wurde aullerdem erreicht, dass fiir die Abdeckung des Bereichs von pH 3.5 bis 7 nur
zwei IPGs benétigt werden, was vor allem in der Routineanalytik und fiir physiologische Studien mit
hohem Probenaufkommen von groflem Vorteil ist. Ein weiterer Teil dieser Optimierungsschritte kon-
zentrierte sich auf das basische Proteom von C. glutamicum , welches nahezu ein Drittel des Gesamtpro-
teomes ausmacht und von dem bis daso noch keine detaillierten Informationen vorlagen. Diese Unter-
suchungen fithrten erstmals zur Erstellung einer 2DE Referenzkarte und einer Proteindatenbank des

stark alkalischen C. glutamicum Proteoms.

Um die Syntheseleistungen von Produktionsstimmen, z.B. durch "Protein Design" oder "Metabolic
Engineering" gezielt zu verbessern, sind umfassende Kenntnisse des Stoffwechsels und dessen Regula-
tion erforderlich. Hierfir kommen heutzutage in einem systembiologischen Ansatz die sogenannten

»-omics®“- Technologien (d.h., Genomik, Transkriptomik, Proteomik, Metabolomik) zum Einsatz. Fir
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eine komplette Analyse des C. glutamicum Proteoms reicht die 2DE allein jedoch nicht aus, da Proteine,
die in der Zelle nur in geringer Kopienzahl vorkommen (die sogenannten ,,Jow-abundance® Proteine)
entweder Gberhaupt nicht oder nur unzureichend erfasst werden. Eine Moglichkeit der Darstellung
dieser Proteine ist der Einsatz von Vorfraktionierungsverfahren. Durch Kombination ,,maf3geschnei-
derter” IPGs und der dadurch bestehenden Moglichkeit einer genau auf das C.glutamicum Proteom ab-
gestimmten ,,Zoom-In-Funktion® in Verbindung mit einer Vorfraktionierung auf Basis der Sephadex-
IEF konzentrierten wir uns im zweiten Teil der Arbeit auf das Auffinden von niedrig-abundanten Pro-
teinen, da diesen Proteinen z.B. in der Signaltransduktion und der Regulation von Stoffwechselwegen

eine herausragende Rolle zukommt.

Im letzten Teil dieser Arbeit werden schiefllich modernste Analysenverfahren (2D DIGE) zur verglei-
chenden Proteomanalyse des Wildtyps und eines Produktionsstamms von C. glutamicum, sowie zum
Vergleich der Proteinexpressionsmuster nach Anzucht auf unterschiedlichen Nihrmedien und C-
Quellen eingesetzt, um eventuell neue potentielle Zielproteine ("Targets") zur Verbesserung der Produ-
zenten-Stamme zu finden. Qualitative vor allem aber quantitative Vergleiche der Proteinexpressions-
muster von Produktionsstimmen mit dem des Wildtyps kénnen Aufschliisse tiber mogliche Engpasse
("Bottlenecks") in den Stoffwechselwegen geben und somit letztlich zur Entwicklung leistungsfihigerer

Produktionsstimme beitragen.

5.1 Optimierungstrategien

Zur moglichst umfassenden Darstellung des C. glutamicum Proteoms musste zunichst sowohl eine Op-
timierung der Proteinextraktion als auch der elektrophoretischen Auftrennung (Trennparameter, IPGs
etc.) durchgefihrt werden. Im Folgenden sollen einige Strategien zum Erzielen optimaler Trennergeb-
nisse kurz erldutert werden. Hierzu zihlen zum z. B. die Gewinnung der entsprechenden Proteinextrak-
te, die Ermittlung der optimalen Proteinkonzentration, die Auswahl der geeigneten Immobiline und

nicht zuletzt Herstellung und Einsatz geeigneter IPGs fur die 2D-Elektrophorese.

5.1.1 Proteinsolubilisierung

Von der Firma Degussa wurden uns im Rahmen eines BMBF Projektes (Teilprojekt 7 des Verbundpro-
jekts: ,,Neue Methoden zur Proteomanalyse: Anwendung und Verkniipfung mit Metabolomanalysen
am Beispiel von Corynebacterium glutamicun) freundlicherweise Fermenterproben zur Verfiigung gestellt.
Der C. glutamicum Produktionsstamm DM 1730 wurde in einem 10 Liter Fermenter, der eine bessere
Reproduzierbarkeit als Schiittelkolbenexperimente erlaubt, angezogen und daraus zu genau definierten
Zeitpunkten Proben entnommen. Dadurch hatten wir eine ausreichende Zahl an Biomasse zur Verfii-
gung, um die folgenden Experimente durchzufithren, ohne stérende Varianzen aufgrund unterschiedli-
cher Wachstumsbedingungen berticksichtigen zu miissen. AuBlerdem war es fiir den Vergleich der e-
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lektrophoretischen Trennungen, und insbesondere zum Festlegen sogenannter ,,l.andmarks® (d.h.
Spots, die auf allen untersuchten Gelen vorliegen) und damit zur Definition von Uberlappungsberei-
chen zwischen unterschiedlichen Gelen unumginglich, einen einheitlichen Proteinextrakt zu verwen-
den. Die Proteinextraktion wurde wie in Kapitel 4.2 beschrieben durchgefithrt. Fiir die optimale Ex-
traktion einer moglichst grof3en Zahl an Proteinen wurden folgende Solubilisierungspuffer mit unter-

schiedlichen Detergenzien getestet:
Harnstoff-Thioharnstoff-CHAPS-Lysis-Puffer
Harnstoff-Thioharnstoff-ASB14-Lysis-Puffer

Harnstoff-Thioharnstoff-ASB14-DM-Lysis-Puffer

Mit dem in vielen Proteomprojekten als Standard-pH-Gadienten eingesetzten IPG 3-10 wurden mit

den drei verschiedenen Lysis-Puffer-Extrakten folgende Ergebnisse erzielt:

Eigentlich waten bei den ASB14 und ASB14-BDM Extrakten groflere Spotzahlen zu erwatten, da mit
diesen Extraktionspuffern laut Literaturangeben [87] hydrophobe Proteine besser solublisiert werden.
In der Praxis stellten wir beim Vergleich der 2D Gele jedoch keine merklichen Unterschiede hinsicht-
lich Spotanzahl und -muster fest (Abb. 5-1). Aus diesen Grinden wurde der Harn-
stoff/Thioharnstoff/ CHAPS Lysepuffer als Standard-Extraktionspuffer beibehalten, und die Mehrzahl
der Untersuchungen zwecks besserer Vergleichbarkeit unserer Ergebnise mit denen anderer Arbeits-
gruppen mit diesem Extrakt durchgefithrt. Des Weiteren war die Reproduzierbarkeit der Proteinsolu-
bilisierung sehr hoch, was man an den nahezu identischen Proteinkonzentrationen der einzelnen Ex-

traktionen und den fast identischen 2DE-Spotmustern ersehen kann (Abb. 5-2).
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Abbildung 5-1: Optimierung der Proteinextraktion durch Verwendung unterschiedlicher De-
tergenzien

A: Harnstoff/Thioharnstoff/ CHAPS Lysispuffer-Extrakt, B: Harnstoff-Thioharnstoff-ASB14-Lysis-Puffer Extrakt, C:
Harnstoff-Thioharnstoff-ASB14-BDM-Lysis-Puffer Extrakt von C. glutamicum. IPG-Dalt: IPG 3-10; SDS-PAGE 13%T.

Silberfirbung.
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Abbildung 5-2: Reproduzierbarkeit der optimierten Proteinextraktionsmethode

Proteinextrakte I und II (technische Replikate) liefern nahezu identische 2D Muster.

A = Extrakt I, IPG 3-11; B = Extrakt II, IPG 3-11; C = Extrakt I, IPG 4-7; C = Extrakt II, IPG 4-7

5.1.2 Einfluss der in der Rezeptur verwendeten Immobiline auf die Qualitit des
pH-Gradienten und des 2DE Musters

Die Berechnung von unterschiedlichen, immobilisierten pH-Gradienten erfolgt mit Hilfe geeigneter
Rechenprogramme unter Verwendung der nach ihren pK-Werten charakterisierten Immobiline. Es
zeigte sich jedoch, dass der theoretisch ermittelte pH-Gradient nicht unbedingt fiir die Praxis geeignet
ist. Dies soll anhand des IPG 4.75-7.25 exemplarisch erldutert werden: Unter Verwendung des Immobi-
line pK 3.1 erhilt man -zumindest theoretisch- einen zufriedenstellenderen pH-Gradientenverlauf und
eine gleichmalligere Pufferkapazitit (Abb. 5.3 links oben) als ohne dieses Immobiline (Abb. 5.3 rechts
oben). Die rote Kurve beschreibt die Pufferkapazitit, wobei eine parallel zur x-Achse verlaufende Ge-
rade ideal wire. Die schwarze Linie beschreibt den gewtinschten linearen Gradientenverlauf, wihrend
die griine Linie den tatsiachlich erhaltenen pH-Gradienten anzeigt. Vergleicht man jedoch die entspre-
chenden 2D elektrophoretischen Trennungen, so erkennt man unschwer, dass das Trennergebnis mit
dem IPG-Gel ohne Immobiline pK 3.1 deutlich besser ausfiel (Abb. 5.3 B, unterer Teil). Hieraus kann

man den Schluss ziehen, dass es nicht ausreicht, nur die Rezepte mit Hilfe des Computers zu berech-

71



Ergebnisse und Diskussion

nen, sondern, dass die Brauchbarkeit des berechneten IPGs letztlich durch zeitaufwindiges Austesten

(und unter Zuhilfenahme von Erfahrungswerten) ermittelt werden muss.
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Abbildung 5-3: : Einflul} der in der Rezeptur verwendeten Immobiline auf die Qualitit
des pH-Gradienten und des 2DE Musters

Vergleich von zwei verschiedenen IPG-,,Rezepturen (IPG 4.75-7.25), die sich nur durch die Auswahl der Immobi-
line unterscheiden. Links: mit Immobiline pK 3.1; Rechts: ohne Immobiline pK 3.1
Grin=gewunschter pH-Gradient; schwarz=berechneter pH-Gradient; blau=f3-Power; rot=Pufferkapazitit

Insgesamt wurden im Verlauf dieser Arbeit mehr als ein Dutzend unterschiedlicher IPGs (weite, enge,
ultraenge; sehr saure bis sehr alkalische) entwickelt und getestet, von denen etwa die Hilfte, die an sie

gestellten Anforderungen erfiillten und fiir die weiteren Untersuchungen verwendet wurden.

5.1.3 Ermittlung der optimalen Probenauftragsmenge

Generell versucht man, die Proteinauftragsmenge pro 2D Gel so zu wihlen, dass man die groBtmaogli-
che Zahl gut voneinander getrennter Spots erhilt. Es gibt jedoch auch Ausnahmen von dieser Regel:
Beispielsweise werden mikropriparative Gele oft tiberladen, wenn es darum geht, ein ganz bestimmtes,

niedrig exprimiertes Protein fiir eine weitere proteinchemische Charakterisierung zu isolieren. In diesem
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Fall ,.flieBen benachbarte Proteinspots oft ineinander (Clusterbildung), was zu dem (auf den ersten
Blick paradoxen) Ergebnis fihrt, dass trotz héherer Proteinbeladung eine geringere Zahl an Proteinen
detektierbar ist als auf Gelen mit geringerer Proteinbeladung. Wird zuviel Probe aufgetragen, kann es
neben Uberladung des Gels und der eben erwihnten Clusterbildung auch zu Proteinprizipitation an
den Elektroden und zum Verlust vonn Proteinen kommen. Abgesehen von diesen Gesichtspunkten
sind auBBerdem die IPG-Streifenlinge sowie die Steilheit des verwendeten pH-Gradienten zu bertick-
sichtigen. Je linger ein IPG-Streifen, und je flacher der pH-Gradient (z.B. bei Zoom-in Gelen), desto
mehr Probe kann/muss aufgetragen werden. SchlieBSlich hingt die Probenauftragsmenge auch von der
Empfindlichkeit des verwendeten Detektionssystems ab (z.B. Coomassie- oder Silberfirbung), sowie
der Firbedauer bei der Silberfirbung oder der Aktivitit und Expositionszeit bei radioaktiv markierten
Proben. Insgesamt gesehen ist die optimale Probenauftragsmenge je nach Fragestellung und Detekti-

onsmethode zu ermitteln und festzulegen.

Im Folgenden soll verdeutlicht werden, wie entscheidend sich die Proteinmenge auf das Ergebnis aus-
wirken kann: In Abbildung 5-4 A ist der sauere Bereich vollig ,,iiberladen, und viele Spots laufen teil-
weise ineinander. Andererseits erkennt man im neutralen pH-Bereich eine gro3ere Zahl an Spots als in
Abbildung 5-4 B., wihrend hier die Auflésung im Bereich zwischen pH 4 und 5 viel besser ist, d.h. in
der Praxis muss man einen Kompromiss finden, bzw. es muss die Fragestellung entscheiden, welche
Proteinbeladung gewihlt werden soll. Jedoch st6Bt man auch bei engen IPGs relativ schnell an eine
Grenze (ca. 1 mg Protein/ IPG Streifen) jenseits derer eine rapide Verschlechterung der Trennergeb-
nisse zu verzeichnen ist, da der GroB3teil der Proteine pls aulerhalb dieses Bereichs besitzt und somit
viele Proteine an den Rindern des IPG-Streifens prizipitieren, wodurch die IEF erheblich gestort wird.
Will (oder muss) man trotzdem hoéhere Probemengen laden, sind Vorfraktionierungsverfahren unver-

zichtbar (vgl. Kapitel 5.4).
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A B
i - ; IPG 4-7

Abbildung 5-4: Optimierung der Probenauftragsmenge hinsichtlich Auflésung und Anzahl
der Spots

A) 300 pg Probenauftragsmenge; B) 100 pg Probenauftragsmenge. Die verringerte Proteinmenge (Abb. B) fithrt zu er-
hohter Auflésung zu Lasten der Detektion gering exprimierter Proteine. IPG 4-7. Silberfirbung,

5.1.4 Ermittlung der optimalen IPGs anhand des virtuellen und experimentell ermittelten
Gesamtproteoms

Sowohl zum Uberblick iiber das C.glutamicum-Proteom, als auch als Ausgangsbasis fiir die Entwicklung
engerer IPGs eignet sich neben der hypothetischen 2DE-Karte (Abb. 5-5) am besten ein weiter IPG.
Hier bietet sich neben dem IPG 3-10 (Abb. 5-6) vor allem der nicht lineare IPG 3-11 mit 24 cm
Trenndistanz (Abb. 5-7) an, der im Bereich von pH 4.5-6.5 stark gespreizt ist.

Mit Hilfe computergestiitzter Gelauswerte-Software konnten auf dem IPG 3-10 2D-Gel nach Silber-
firbung insgesamt 660 Spots gezihlt werden, wihrend mit dem IPG 3-11 NL 2D-Gel aufgrund der
lingeren Trenndistanz und der stirkeren Spreizung im sauren Gelbereich 724 Spots detektiert wurden.
Zwar konnten die Proteincluster im Bereich zwischen pH 4 und 5.5 mit diesem IPG etwas stirker ent-
zerrt werden als mit dem IPG 3-10, aber dennoch eignen sich diese IPGs primir nur zu Ubersichts-

zwecken, da das erzielte Auflésungsvermogen fiir detailliertere Proteomstudien zu gering ist.
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Abbildung 5-5: Virtuelles Proteom von C. glutamicum

Der Verglich der Abbildungen 5-5, 5-6 und 5-7 verdeutlicht, dass die hypothetische 2D-Karte (Abb. 5-5) die tatsdchliche

Proteinverteilung (s. Abb. 5.6-5.7) im Wesentlichen korrekt wiedergibt.

Schwarze Spots: cytoplasmatische Proteine, rote Spots: Membranproteine, blaue Spots: sekretierte Proteine (x-Achse: pl-

Wert, y-Achse kDa)[71, 72]
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Abbildung 5-6: Experimentell ermitteltes Proteom von C. glutamicum im IPG 3-10 (18 cm

Trenndistanz). Silberfirbung.
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Abbildung 5-7: Experimentell ermitteltes Proteom von C. glutamicum im IPG 3-11
(24 cm Trenndistanz). Silberfirbung.

5.2 2DE Analyse des sauren und neutralen C. glutamicum Proteoms durch eine Kombination
unterschiedlich enger, tiberlappender, der tatsichlichen Proteinverteilung angepasster
IPGs

5.2.1 Saurer pH-Bereich: IPG 2.5 5.0, IPG 3.5-4.5, IPG 4.0-5.0, IPG 4.4-5.2

Wie aus Abb. 5-6 und 5-7 sowie aus der virtuellen 2D Karte zu ersehen ist, befindet sich der Hauptteil
der C. glutamicum Proteine im pH-Bereich von 4 bis 5.5, der mit weiten pH-Gradienten (z.B. IPG 3-11)
nur unzulinglich aufgetrennt werden kann. Daher wurden fiir diesen pH-Bereich individuelle IPGs
generiert und getestet. Um sicherzustellen, dass auch diejenigen Proteine erfasst werden, welche even-
tuell sehr saure pls aufweisen — was aus Ab. 5-7 nicht unbedingt ersichtlich ist-, wurde zunichst ein
IPG 2.5-5.0 generiert. Mit Hilfe dieses IPGs konnte gezeigt werden, dass im cytosolischen C. glutanzicum
Proteom so gut wie keine Proteine mit pIs < 3.5 nachweisbar sind (Abb. 5-8). Um nicht unnétige
Trenndistanz zu vergeuden erschien es daher sinnvoll, fir die weiteren Untersuchungen nur IPGs mit

einem pH-Wert > 3.5 zu verwenden.
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Abbildung 5-8: IPG 2.5-5

Die 2DE mit IPG 2.5-5 zeigt, dass das C.glutamicum-Proteom offensichtlich keine Proteine enthilt, die einen pI unter 3.2
besitzen. IPG 2.5-5.0; SDS-PAGE 12%T. Silberfirbung.

Im Folgenden wurden die pH-Intervalle 3.5-4.5, 4.0-5.0, und 4.4-5.2 zur optimalen Auflésung im pH-
Bereich von 3.5-5.2 getestet. Wie aus Abb. 5-9 ersichtlich, konnten nach AusschlieBen von Mehrfach-
zihlungen im Uberlappungsbereich insgesamt 791 silbergefirbte Proteinspots im Bereich pH 3.5-5.2
detektiert werden, im Gegensatz zu den 282 Spots im gleichen pH-Bereich des IPG 3-11NL. Dies ent-
spricht etwa dem 2.8-fachen der mit dem IPG 3-1INL in diesem pH-Bereich detektierbaren

Proteinspots.

Ahnliche Resultate berichteten auch Wildgruber e# a/. [36], die mit einer Kombination enger, iiberlap-
pender IPGs insgesamt mehr als dreimal so viele Proteine der Hefe S. cerevisiae nachweisen konnten als
in einem IPG 3-10. Allerdings war zunidchst unklar, ob es sich bei dieser erthohten Anzahl Proteine um
zusitzliche (z.B. niedrig-abundante) Proteine oder aber um Isoformen bereits bekannter Proteine han-
delt, oder um beides. Zur Beantwortung dieser Frage identifizierten Westbrook e a/ [88] mas-
senspektrometrisch die in engen IPGs aufgetrennten Proteine und fanden, dass es sich sowohl um

neue, bisher nicht gefundene Proteine als auch zusitzliche Isoformen bereits bekannter Proteine han-

delte.
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5.2.2 Schwach saurer bis neutraler pH-Bereich: IPG 4.75-7.25

Da das Proteom von C. glutamicum die typische Proteinverteilung mit einer gehduften Proteinzahl zwi-
schen pH 4 und 5, einer abnehmenden Hiufigkeit zwischen pH 5 und 7, sowie einer Liicke im neutra-
len pH-Bereich zwischen pH 7 und 8 aufweist, wurde ein IPG entwickelt, der den gesamten schwach
sauren bis neutralen Bereich von pH 5 - 7.25 abdeckt, und auflerdem mit seinem sauren Ende mit dem
IPG 4.4-5.2 zur Konstruktion eines virtuellen 2D-Gels tberlappt. Dieser IPG 4.75-7.25 (Abb. 5-9)
erlaubt eine exzellente Trennung der im schwach sauren bis neutralen pH-Bereich vorkommenden Pro-
teine. In Ubereinstimmung mit der hypothetischen 2DE-Karte nimmt bei diesem IPG die Zahl der
detektierbaren Proteine mit steigendem pH-Wert immer mehr ab; ab pH 7 sind so gut wie keine Spots

mehr nachweisbar.

Durch Kombination des IPG 4.4-5.2 mit dem IPG 4.75-7.25 waren im Bereich zwischen pH 4.4 und
7.25 insgesamt 1066 silbergefirbte Spots detektierbar, im Vergleich zu den 660 Spots bzw. 724 Spots
auf dem gesamten IPG 3-10 bzw. IPG 3-11NL 2DE-Gel. Im Bereich zwischen pH 4.75 und 7.25 lau-
ten die entsprechenden Zahlen 507 »s. 372 Spots, d.h. die Anzahl der auf dem IPG 4.75-7.25 detektier-
ten Proteinspots stieg um das 1,36-fache. Diese relativ moderate Zunahme ist vor allem darauf zurtick-
zuftuhren, dass im C. glutamicum Proteom nur relativ wenige Proteine mit pIs > 6 vorhanden sind, und
diese daher auch mit dem IPG 3-11 NL gut auftrennbar sind, wihrend der Bereich < pH 6 aufgrund
der groesseren Zahl an Proteinen schlechter aufgelost ist. Interessanterweise wurden die einzelnen
Spots nicht nur besser voneinander getrennt, sondern eine ganze Reihe scheinbarer Einzelspots auf den
IPG 3-10, IPG 3-11NL oder IPG 4-7 Gelen wurde in mehrere Finzelspots aufgelost. Dieses Ergebnis
stimmt mit friheren massenspekrometrischen Untersuchungen tberein, die zeigten, dass auf IPG 4-7
Gelen bis zu 10% der untersuchten Spots mehr als eine unterschiedliche Proteinspezies enthielten [89],
wihrend bei IPG 3-10 Gelen der entsprechende Prozentsatz sogar viermal so hoch war, wobei pro

Spot bis zu sechs verschiedene Proteine gefunden wurden [39].

Zusammenfassend kann man festhalten, dass grundsitzlich, wie am Beispiel von C. glutamicum veran-
schaulicht, die Verwendung enger tiberlappender IPGs zu einer gréfleren Zahl detektierbarer Spots pro
pH-Einheit fuhrt. Das erthohte Auflésungsvermdogen, vor allem in tberladenen Gelregionen, fithrt zu
einer Vereinfachung der Image-Analyse und einer Verkiirzung des Zeitbedarfs fiir das Spot-Editing,
zum vereinfachten Spot-Picking aufgrund der besser voneinander getrennten und der geringeren Zahl
an uberlappenden Spots und zu einer vereinfachten Spotidentifizierung mittels MS aufgrund der gerin-
geren Kreuzkontamination durch benachbarte Spots. Dies ist insbesondere von Bedeutung, wenn ein

stark exprimiertes und ein schwach exprimiertes Protein in sehr nahe benachbarten Spots liegen [36].
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5.2.3 Resultat der Optimierungen: IPGs fiir Routineanalytik: IPG 3.4-5.4 und IPG 4.9-6.9

Die Kombination der IPGs 3.5-4.5, 4-5, 4.4-5.2 und 4.75-7.25 (Abb.5-9) ermdglichte eine im Vergleich
zu den IPGs 3-10, 3-11NL oder IPG 4-7 deutlich verbesserte Auftrennung des sauren und neutralen C.
giutamicum Proteoms. Nachteilig war allerdings, dass hierfiir vier 2D-Gele notwendig waren, wihrend
fir die Routineanalytik und fur physiologische Studien mit grolem Probeaufkommen eine mdglichst
geringe Anzahl an 2D-Gelen erwiinscht ist. Eine Alternative zu den drei IPGs 3.5-4.5, IPG 4-5 und
IPG 4.4-5.2 wire ein nichtlinearer IPG 3.4-5.4. Der Verlauf des pH-Gradienten sollte zwischen pH
3.7-4.0 relativ steil verlaufen (da in diesem Bereich nur wenige Proteine vorkommen) und dann abfla-
chen, um optimal an die Proteinverteilung des C.glutamicum-Proteoms angepasst zu sein. Fur den
schwach sauren bis neutralen pH-Bereich ist der bereits entwickelte IPG 4.75-7.25 nicht ganz optimal,
da tber pH 7 nur wenige Spots detektierbar sind. Unter der oben genannten Vorgabe wurde der IPG
3.4 -5.4 (Abb. 5-10) entwickelt, welcher in Kombination mit einem ebenfalls neu entwickelten IPG 4.9
— 6.9 (Abb.5-10), der den Gradienten 4.25- 7.25 ersetzte, die ideale Losung zur optimalen Auftrennung

des sauren und neutralen Bereichs des C.glutamicum-Proteoms darstellt.

5.2.4 Ultraenge iiberlappende pH-Gradienten

Da die IPG Technologie die Generierung nahezu aller pH-Gradienten ermdoglicht, wurden enge tiber-
lappende pH-Gradienten mit 0.6 bzw. 0.9 pH-Einheiten hergestellt (Abb. 5-11) und exemplarisch am
Beispiel von C. glutamicum veranschaulicht, wobei komplexere eukaryotische Proteome wie z.B. Leber
oder Hefe (vgl. Wildgruber ez a/ [36]) weit mehr von dem potenziell héheren Auflésungsvermdogen

profitieren dirften.

Die Abbildung 5-12 veranschaulicht die Trennergebnisse des in der Proteomanalytik sehr hiufig ver-
wendeten IPG 4-7 im Vergleich zum selbstentwickelten IPG 4.75-7.25 und einem ultraengen IPG 4.7—

5.4. Deutlich zu erkennen ist die erhéhte Auflésung mit zunehmend engerem pH-Intervall.
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Abbildung 5-11: Kombination (ultra-)enger IPGs (max. 1 pH Einheit)

Schwarz: IPGs mit 0,6 pH-Einheiten Trenndistanz und jeweils 0,2 pH-Einheiten Ubetlappungsbereich
Blau:  IPGs mit 0,9 pH-Einheiten Trenndistanz und jeweils 0,4 pH-Finheiten Ubetlappungsbereich
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Abbildung 5-12: ,,Blow-up*“ Experimente: Erhohte Auflosung durch Verwendung enger IPGs

Farbige Kreise markieren korrespondierende Spotbeteiche
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5.3 2D elektrophoretische Analyse des basischen C. glutamicum Proteoms

Bisherige Proteomstudien von C. glutamicum konzentrierten sich haupsichlich auf den pH-Bereich von
4-7. Fir diesen Bereich wurden bereits 2DE-Karten erstellt [68-70, 90], wenn auch keine hochaufl6-
senden. Fur den basischen Bereich > pH 10 gab es jedoch bis dato keine detaillierten Analysen, da auf-
grund der fast ausschlieBlichen Verwendung von IPGs 3-10 oder IPGs 3-11NL der stark alkalische Teil
entweder ganz fehlte oder nur mit geringer Auflésung analysiert wurde. Da das C. glutamicnm Genom
komplett sequenziert ist [91], ist es moglich, das alkalische Proteom durch 77 silico Studien darzustellen
(Abb. 5-13). Auf diesen Informationen aufbauend wurde die 2D-Elektrophorese entsprechend ange-
passt und optimiert, um reproduzierbare 2DE-Muster in diesem Bereich zu erhalten. Die getrennten
Spots wurden anschlieBend mit MALDI-TOF-MS/PMF identifiziert, um erstmals eine 2D Proteinda-

tenbank alkalischer C. glutamicum Proteine zu erstellen.

5.3.1 In silico Darstellung des alkalischen C. glutamicum Proteoms

Das theoretische Gesamtproteom von C. glutamicum (Abb. 5-5) weist eine ungleichmal3ige Proteinvertei-
lung auf. Diese sogenannte ,,bimodale Proteinverteilung ist typisch fir Mikroorganismen [40, 41, 72],

wobei sich bei C. glutamicum ca. % der Proteine im sauren Bereich und ca. 4 im basischen Bereich be-

finden. Die vorliegende 77 silico Analyse wurde mit der Proteinannotation von Kalinowski [91] durchge-
tithrt, welche 3086 annotierte Proteine beinhaltet. Davon haben 770 Proteine einen pH Wert tber 7.0.
Das Molekulargewicht dieser Proteine reicht von 2 bis 110 kDa, wobei tiber 90% ein M, zwischen 10
und 100 kDa besitzen. Nahezu 300 dieser Proteine sind als Membranproteine mit mindestens 2 TMH

anzusehen, welche voraussichtlich nicht bzw. nur unzureichend auf 2DE-Gelen darstellbar sind.

Der Codon adaptation index (CAL) (vgl Kap. 5.4) ist ein Instrument, mit dessen Hilfe Vorhersagen tber
den Expressionsgrad von Proteinen gemacht werden kénnen. Der Algorithmus zur Berechnung dieser
Vorhersage beriicksichtigt den synonymen Codon usage bias 92]. Im Fall von C. glutamicum Proteinen mit
einem pl Werte > 7 hat der CAI Werte zwischen 0.08 und 0.844. Bezugnehmend auf diese Daten ha-
ben 157 Spots einen theoretischen CAI unter 0.25 und sind somit als niedrig-abundante Proteine anzu-
sehen. Andererseits sind 90 Proteine in diesem Bereich als hoch-abundante Proteine anzusehen; hiet-
von sind tiber 60% ribosomale Proteine. Folglich bleiben nach Abzug aller nicht zu detektierbaren Pro-
teine ca. 240 Proteine Ubrig, die normalerweise auf einem 2DE- Gel im pH-Bereich > 7 nachweisbar
sein sollten. Davon sind wiederum vermutlich mehr als die Hilfte Transposasen, Prophagen-encodierte
sowie unbekannte und hypothetische Proteine, welche voraussichtlich nicht unter den gewihlten

Wachstumsbedingungen exprimiert werden.
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Abbildung 5-13: Virtuelles alkalisches Proteom von C. glutamicum

Rot: hypothetische Membranproteine mit mindestens 2 Transmembranhelices (TMH); das Volumen der Spots ist propot-

tional zur theoretischen Menge des Proteins in der Zelle. Computerprogramm: JVirGel [70,71].

5.3.2 Trennung und Identifizierung der alkalischen C. glutamicum Proteine

Um sehr gute und reproduzierbare Trennungen im basischen Bereich zu erhalten, wurden IPGs 6-12
verwendet und die Laufkonditionen an die von Drews ez @/ [37] und Wildgruber ez al. [35] publizierten
Protokolle angepasst. Die Proteinextrakte wurden mit anodalem Cup-Loading aufgetragen und die iso-
elektrische Fokussierung bei einer maximalen Spannung von 8000V durchgefithrt. AuBlerdem wurde
der zuldssige Stromfluss pro IPG-Streifen von 50pA auf 75 pA erhoht, um eine schnellere isoelektri-
sche Fokussierung (bis zu 28000 Vh) zu gewahrleisten. Eine schnelle IEF ist sehr wichtig, da bei diesen
IPGs der reverse elektroosmotische Fluss (EOF) von der Kathode zur Anode den Proteinen entge-

genwirkt, und somit die Trennung und das Proteinmuster stort.
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5.3.3 Verwendung unterschiedlicher Detergenzien zur besseren Solubilisierung hydrophober
alkalischer C. glutamicum Proteine

Da im basischen pH-Bereich von C. glutamicum sehr viele hydrophobe Proteine vorkommen, wurde
zunichst eine bessere Solubilisierung dieser Proteine, basierend auf der Verwendung anderer Detergen-
zien als CHAPS, ins Auge gefasst. In der Literatur [93-101] findet man Hinweise auf effizientere Deter-
genzien, z.B. ASB-14, B-DM und anderer zwitterionischer Detergenzien als Ersatz von bzw. Erginzung
zu CHAPS. In der vorliegenden Arbeit wurde daher zunichst eine Reihe von Experimenten durchge-

fihrt, bei denen CHAPS durch andere Detergenzien ersetzt wurde (vgl. Tabelle 5-1).

Kiirzel Name Strukturformel

ASB-14 Amidosulfobetaine-14 o
/\/\/\/\/\/\.)Lr./"\/\rlx

|W""‘"
ASB-14-4 | Tetradecanoylamidopropyl- o
/\/\/\/\/\/\)L L.
dimethylammonio-butanesulfonate NMT“MW_,-
g DM n-Dodecyl-8-D-maltoside i =1l e =
(=] © OCH; — (CH,),, — CH,
OH OH
HO o
OoH OH

CHAPS | 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammo-

nio]-1-propanesulfonate

C8O 4-n-Octylbenzoylamido-propyl-

dimethylammonio Sulfobetaine

Tabelle 5-1: Getestete Detergenzien zur erhohten Solubilisierung von hydrophoben
Proteinen fiir die 2D Elektrophorese

Diese Detergenzien wurden im Lysepuffer, in dem die Extraktion stattfand (dquivalent zu 4.2), als auch

im IPG-DryStrip Quellpuffer verwendet. Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der einzel-

nen Extraktionen, bei jeweils identischer Proteinbeladung der 2DE-Gele.
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Abbildung 5-14: ASB 14 (4 %)

IPG 6-12 von C.glutamicum Proteinen mit einer Proteinbeladung von 120ug
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Abbildung 5-15: ASB 14-4 (4 %)

IPG 6-12 von C.glutamicum Proteinen mit einer Proteinbeladung von 120pg
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Abbildung 5-16: DM (4 %)

IPG 6-12 von C.glutamicum Proteinen mit einer Proteinbeladung von 120ug
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Abbildung 5-17: C80 (4 %)

IPG 6-12 von C.glutamicum Proteinen mit einer Proteinbeladung von 120ug
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Interessanterweise war bei Verwendung anderer Detergenzien als CHAPS im Gegensatz zu einzelnen,
anderslautenden Berichten in der Literatur keine Zunahme der Spotzahl im hochmolekularen basischen
Bereich, in dem theoretisch die meisten hydrophoben Proteine (Abb. 5-13 rote Spots) zu erwarten ge-
wesen wiren, festzustellen. Negativ fiel auf, dass manche dieser Detergenzien verstirkt zur Streifenbil-
dung im 2D-Gel fihrten, wihrend CHAPS im Gegensatz dazu die am besten aufgelosten 2DE-Muster
lieferte. Der u.a. von Drews ez al. [37] beschriebene Ansatz, bei dem die hydrophoben Proteine initial
mit SDS-Puffer extrahiert und der Extrakt anschlieBend 1+3 mit Lysispuffer verdinnt wird, damit die
SDS-Konzentration unter die fir die IEF kritische Grenze von 0.2% gesenkt wird, fuhrte ebenfalls zu

einem sehr zufriedenstellenden Ergebnis, und erméglichte die Detektion von ca. 150 Spots (Abb. 5-18).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dem in der Literatur beschriebenen Ansatz durch Verwen-
dung anderer zwitterionischer Detergenzien als CHAPS eine groB3ere Zahl hydrophober Proteine zu
solubilisieren und 2DE elektrophoretisch aufzutrennen, kein Erfolg beschieden war: Es wurden nicht
mehr Spots detektiert, wihrend das 2D-Muster durch die vermehrt auftretende Streifenbildung eher
verschlechtert wurde. Hingegen lieferte das von Drews ez al. [37] etablierte Protokoll zur Trennung
stark basischer 1. /actis Proteine auch bei C. glutamicum sehr gute Ergebnisse. Mit dessen Hilfe konnten
im Folgenden erstmals stark basische Proteine von C. glutamicum zur Erstellung einer 2DE Referenzkar-
te und einer 2D Proteindatenbank reproduzierbar aufgetrennt, detektiert und massenspektrometrisch
identifiziert werden.

IPG 6 — 12, SDS-Extrakt e
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75
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37
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- -
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-
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o 10
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Abbildung 5-18: IPG 6-12 SDS- Extrakt

Der SDS-Extrakt ermdglicht eine sehr gute Aufldsung ohne vermehrte Streifenbildung.
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5.3.4 Referenzkarte des basischen C. glutamicum Proteoms

Insgesamt wurden ca. 120 Spots aus einem mit Coomassie Blau gefirbten 2DE Gel (pH-Bereich 6-12)

ausgestanzt und anschlieBend mit MALDI-Tof-MS Peptidmassen-Fingerprinting analysiert. Hierbei

konnten 96 Spots identifiziert und 64 unterschiedlichen Proteinen zugeordnet werden (Abb. 5-19). Die

grofite Binzelgruppe der identifizierten Proteine stellten (wie nicht anders zu erwarten) die ribosomalen

Proteine dar. Daneben gelang aber auch die Identifizierung einer Reihe von Enzymen (Dehydrogena-

sen, Hydrolasen, Transferasen, Oxidasen, Reduktasen, Methylasen), sowie einiger hypothetischer Prote-

ine. FEine vollstindige Liste aller identifizierten Proteine findet sich in Tabelle 5-2.

i 46"
i ek’ 4 /34
| }%’ ,} /35
31 38
| ._:.." \'%‘2\?37 22 / 49
. N 8 7 19 50
29; / \/ AN 5" £ 4
;/ 21 18, 65 64 53 5}§55 AN
.7;25 122 17 13 b 5 ‘521
|85 N S 63—») \60\\ /ﬁsa
70 —
N \16 155/;5/ 62 N\ <71 *—7‘2/73
N »
8/ \910 s9/ £ 84 7576 \?7
.\5 5 14/ 94 78
79
Vi 4
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4 85 g9
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Abbildung 5-19: IPG 6-12. Referenzkarte basischer C. glutamicum Proteine

SDS-Extrakt mit anodalem Cuploading. Eine vollstindige Auflistung aller identifizierten Proteine befindet sich in Tabelle

5-2.
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Nummer auf Gel

PRI IR - SR N

11
12
13
14
15
16
17
18
12
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
38
37
38
39
40
41
42
43
44
a5
45
a7
a3
49
50
51
52
53
54
55
56
57
55
59
&0
61
&2
63
64
&5
66
&7
68
&9
70
71
72
73
T4
75
76
T
78
79
50
a1
52
53
54
55
86
&7
a8
g9
20
91
92
93
e
95
)

Proteinname
302 dbosomal protein 86
Putative membrane protein Cgl2017/eg2211
308 ribosormal protem 16
502 dbosomal protein La
Fhosphohistidine phosphatase Sixf
502 dbosomal protein LS
Hypothetical protein Cgll 374
CAMP-binding domains-Catabolite gene activator
Membrane protease subunits, stomating/ prohibitin hemologs
Hypothetical protein Cgl2735
Membrane protease subunits, stomatin/ prohibitin homelogs
Hypothetical protein CglOS87
Short-chain dehydrogenases of various substrate specificities
502 dbosormal protem L5
Hypothetical membrane protein
Short-chain dehydrogenases of various substrate specificities
Predicted glycosyltransferases
FPheosphate starvation-inducible protein PheH, predicted A'TFPase
Hypothetical protein CglZ121
Fredicted phosphohydrolases
Fredicted transcriptional regulator
Dihydroorotate dehydrogenase
Putative periplasmic protein kinase Argll and related GTPases of G3E farmily
UDP-MN-acetylglucosamine --IN-acetylmuramyl - (pentape ptide)pyrophosphoryltransferase
Aspartate carbamoeyltransferase
G'TP-binding protein era homolog
Uncharacterized ACR
ABCtype ransporter, ATPase component
Predicted Fe-S-cluster redox enzyme
Glycine/D-amineo acid oxidases
FPredicted glycosyltransferases
Glycine,/D-amino acid oxadases (Dearminating)
IMF dehydrogenase/GMP reductase
TRMA and rtRINA cytosine-CS-methylases
Hypothetical UPF0042 protein Cgl1591/cgl 794
IMP dehydrogenase,/GMP reductase
IMP dehydrogenase/GMP reductase
MMolybdopterin bicsynthesis enzyme
Pantothenate kinase
IMP dehydrogenase/GMP reductase
Hypothetical protein CglO18a6
Transeription tenmination factor Rhe
Transcription termination factor Rho
Glycine/D-amine acid oxidases (Deaminating)
ABCtype transporter, duplicated ATFase component
ABC-type transporter, duplicated ATFase component
FAD/FMIMN-containing dehydrogenases
Excnuclease ATPase subunit
Uncharacterized BCR
ERIMA methylases
Uncharacterized BCR
162 rRINA uridine-516 pseudouridylate synthase
Hypothetical protein Cgl2560
Hypothetical protein Cgll 374
Hypothetical protein Cgll 374
Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
SAM-dependent methyltransferases
ABC-type transporter, duplicated ATFase component
MMembrane protease subunits, stomating/ prohibitin homelogs
ABC-type transporter, ATPase component
Hypothetical protein Cgll 333
502 dbosomal proten L1
Transcriptional regulator
Hypothetical protein CglO007
Hypothetical protein CglOno7
Hypothetical protein
502 dbosomal protem L1
ABC-type transporter, ATPase component
Le-lactate dehydropenase (FMIN-dependent)
Fredicted ATPase involved in cell division
Hypothetical protein Cgll 374
502 dbosormal protem L3
502 rnbosormal protem Ld
502 dbosomal protein L1
305 rbosormal protem 5S4
302 rdbosomal protein S4
302 dbosomal protein S4
Acetolactate synthase, small subunit
502 RIBOSOMAL PROTEIN La
Glycine/D-armino acid oxdases
IMP dehydrogenase/GMP reductase
502 dbosomal protein L9
Hypothetical UPF0042 pretein Cgl1591/egl 794
ABC-type transporter, ATPase component
205 nbosomal protemn 58
Melybdeptenn bicsynthesis enzyme
Preprotein translocass subunit SecE
302 ribesomal protein S4
S02 RIBOSOMAL PROTEIN L14
508 RIBOSOMAL PROTEIN Li4
S02 RIBOSOMAL PROTEIN L14
Hypothetical membrane protein
30E rbosornal protem S7
502 dbosomal protein L9
FAD/FMMN-contaming dehydrogenases
ABC-type transporter, ATPase component

UmniProtKB entry
QBEMNLED
QEMNFOD
QRN
QENTS
QEMNLIZ0
QENSZ2
QBNQQ2
QTIVIT
QENLE2
QEMNMAS
QRMNLEZ
QEMNETO
QBMNMUZ
QENSZZ
QBENSG4
CQBMNMUZ
QENTV4
QEMNMNES
QBEMNIMNRG
QENTINO
QENQEZ2
QRMNQCO
QEMNOQEO
QEMNINING
QRMNOQ3S
QEMNNBD
QEMNM]S
QEMNSNZ
QENFOS
QBMNINYE
QENINKS
QEMNLDO
QBMNMOD
QENO4S
QEMNOQ5G
QBNMO9
QENMOD
CQRMNEN3
QEMNRO2Z
QEMNMOD
QBTG
QRMNR5E
QEMNR58
QEMNLDO
QEMNP3Z
QENP32
QRMNTWZ
QBEMNRGA
QBRI
QENMDS
QBMNOSS
QBMNOKS
QBEMNML3
LENQQZ
QENQO2
QENTE4
QBEMNIMNSS
QENE3Z
QENLE2
QEMNMNFS
QRMNOQLI
QULAKS
QENTSG
QEMNUDZ
QENUD2
QOKEG
QOLAKS
QBEMNMES
QB3
QBNESTT
LENQQZ
QENTOD
QENTOS
QULAKS
QENSV4
QBMNEVA
QBMNEVA
QTIVGH
QENSKT
QEMNLDO
QEMNMOD
QENLG
QEMNO5E
QEMNMES
QBNEHE
QRMNS03
QULAKS
QBMNSVA
QBMNSZA
QENSZ4
QBMNSZA
QENR1S
QENTZ0
QBEMNLG
QENTWZ
QBMNMES

pl
6,72
6,41
718
10,10
6,32
7,07
9,68
5,71
7,28
7,19
7,28
&,87
7,25
7.07
821
7,25
7,40
8,61
8,66
8,44
7,31
7,35
6,74
6,02
6,51
6,18
6,40
6,32
6,15
5,73
6,23
5,00
5,43
5,10
6,02
6,43
6,43
2,13
8,78
6,43
6,00
5,91
6,01
5,00
6,03
6,03
5,68
5,80
9,62
9,78
9,58
6,84
8,08
ShG8
9,68
9,50
2,46
6,03
7,28
9,50
9,33
8,01
8,01
9,02
92,02
8,97
8,01
9,36
5,71
9,46
9,68
9,75
10,10
8,91
9,05
2,95
2,95
9,18
9,67
5,99
6,43
9,17
6,02
9,36
9,60
8,13
9,46
9,95
9,93
9,03
9,93
10,22
10,25
2,17
5,68
92,36

MW [kD]
10,96
16,37
17,84
23,61
18,98
21,79
33,34
24,90
27,30
21,63
27,30
30,04
28,47
21,79
24,11
28,47
35,30
38,76
39,77
33,45
36,12
39,56
39,24
38,46
33,80
33,42
39,73
39,10
40,03
39,20
41,32
44,70
50,81
48,33
34,71
50,81
50,61
44,18
35,31
50,81
55,84
83,06
53,96
44,70
63,07
63,07
53,06
53,43
37,61
33,62
35,61
28,13
30,84
33,34
33,34
31,37
28,96
63,07
27,30
28,82
30,03
25,04
32,13
35,35
35,35
27,14
25,04
24,49
43,98
25,75
33,34
23,16
23,61
25,04
23,33
23,33
23,33
18,75
19,33
44,70
50,81
15,04
34,71
24,49
14,20
44,18
11,53
23,33
13,34
13,34
13,34
10,10
17,45
15,04
53,06
24,49

Tabelle 5-2: Identifizierte basische C. glutamicum Proteine
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5.4 Nachweis und Identifizierung niedrig-exprimierter C. glutamicum Proteine

Da es fir Proteine, anders als fir Nucleinsauren, keine Amplifizierungsméglichkeit analog zur PCR
gibt, bleiben letztlich zwei Moglichkeiten fiir den Nachweis niedrig-exprimierter Proteine: Zum einen
durch hochsensitive Proteindetektionsverfahren, wie z.B. durch Markierung mit radioaktiven Isotopen
und Nachweis durch Multiphotonendetektions-(MPD)-Technologie. Nachteilig ist jedoch neben den
hohen apparativen Kosten vor allem die Unmdéglichkeit, die auf diese Weise detektierten Proteine mas-
senspektrometrisch zu identifizieren, da die vorhandenen Proteinmengen hierzu in aller Regel nicht
ausreichend sind. Der andere Ansatz zum Nachweis niedrig exprimierter Proteine auf 2D Gelen be-
steht in der Auftragung einer gréBeren Proteinmenge. Diese ist allerdings dadurch limitiert, dass mit
zunehmender Proteinbeladung mehr und mehr Proteine an der Auftragsstelle aggregieren bzw. an den
Elektroden prizipitieren und dadurch die elektrophoretische Auftrennung erheblich beeintrichtigen;
die einzig sinnvolle Abhilfe ist der Einsatz von Proteinvorfraktionierungsverfahren vor der eigentlichen

2D Elektrophorese.

Im Nachfolgenden wurde die von Gorg e al. entwickelte Methode eines urspringlich zur analytischen
Trennung und Charakterisierung technischer Enzyme eingesetzten Proteintrennverfahrens (basierend
auf Sephadex-IEF) zur Vorfraktionierung von Proteinen [46] angewendet bzw. optimiert. Hierbei wer-
den bis zu 10 Milligramm eines komplexen Proteingemischs zunichst auf einem Sephadex-IEF Gel in
5-10 Fraktionen (je nach verwendetem pH-Gradienten) aufgetrennt, und die gewonnenen Fraktionen
anschlieBend 2D elektrophoretisch in engen IPG-Streifen des entsprechenden pH-Bereichs niher ana-
lysiert. Der Vorteil dieser Methode im Vergleich zu anderen Vorfraktionierungsverfahren liegt neben
dem geringen apparativen Aufwand vor allem darin, dass die vorfraktionierten Proben ohne zusitzli-
chen Reinigungs- oder Aufkonzentrierungsschritt mit hoher Ausbeute elektrophoretisch aus dem
Sephadex-Gel direkt in das IPG-Gel transferiert und anschlieBend auf hochauflésenden 2DE-Gelen
analysiert werden. Da Mengen bis zu 5 Milligramm der vorfraktionierten Probe auf einem einzigen
2DE-Gel aufgetragen werden konnen, sollte es moglich sein, auch niedrig abundante Proteine zu detek-

tieren und massenspektrometrisch zu identifizieren.

Zur Definition der niedrig-exprimierten Proteine verwendeten wir den Codon-Adaptive-Index (CAI) [92]
und den Codon Bias [102]. Beide beschreiben das Phinomen, dass Varianten des universellen geneti-
schen Codes von verschiedenen Spezies unterschiedlich verwendet werden. Das heil3t, bestimmte Co-
dons des degenerierten Codes werden bevorzugt benutzt, was letztlich der tRNA Konzentration inner-
halb der Zelle entspricht. Die Codon Usage spielt eine grof3e Rolle bei der Regulation der Proteinbio-
synthese. Selten verwendete Codons kénnen die Translation bremsen, wihrend haufig genutzte Codons

die Translation beschleunigen kénnen. Dadurch lassen sich Riickschliisse auf die Menge der in der Zel-
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le vorkommenden Proteine ziehen. Obwohl die Menge der Proteine von sehr vielen Faktoren abhingt,
zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen dem Vorkommen der Proteine in der Zelle und der

Codon-Usage, dies wurde auch fir niedrig exprimierte Proteine gezeigt [103, 104].

Der Codon-Adaptive-Index wird in dem Computerprogramm JVirGel [71, 72] (Abbildung 5-20) ver-
wendet, welches wir zur Vorhersage des Vorkommens von niedrig exprimierten Proteinen benutzten.
Die Daten von C. glutamicum verifizierten wir mit Hilfe einer Datenbank, die uns freundlicherweise Herr
Dr. Jorn Kalinowski (Universitit Bielefeld) im Rahmen unseres BMBF-Projektes zur Verfiigung gestellt
hatte. Diese Datenbank wurde speziell tir C. glutamicum basierend auf den Algorithmen der Veroffentli-
chung von McHardy ez. a/. [102] berechnet. Die beiden verwendeten Algorithmen zeigten trotz ihrer
unterschiedlichen mathematischen Grundlage nur eine Abweichung von 10% zueinander. Fir den CAI
definierten wir Proteine als niedrig abundant, wenn ihr Wert kleiner 0,21 war. Bei Verwendung des

Codon Bias setzten wir die Grenze fir ein niedrig abundantes Protein bei einem Wert unter -0,42.

Hypothetische 2D-Karte von C. glutamicum Proteinen
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»Ein Gen mit einem niedrigen Codon Adaptation Index (CAl) < 0.21 oder Cobias < - 0.42

codiert meistens ein low abundance Protein“

Abbildung 5-20: Vorhersage der Proteinhiufigkeit (Abundance)

Mit dem Programm JVirGel [71, 72] ist es méglich die Protein Abundance vorherzusagen. Das Volumen der Spots ist proportional zur

theoretischen Menge des Proteins in der Zelle .
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Es gelang uns nach isoelektrischer Vorfraktionierung in Sephadex-Gelen eine ganze Reihe bislang nicht
nachweisbarer putativer niedrig abundanter C. glutamicum Proteine zu detektieren und zu identifizieren.
Abbildung 5-20 zeigt ein theoretisch berechnetes 2DE Muster unter Angabe der Haufigkeit sowie die

im pH-Bereich 5.5-6.7 tatsichlich detektierten und identifizierten Proteine (rot markiert).

Die erhaltenen Ergebnisse werden im Kapitel 5.4.3 eingehender erldutert und diskutiert. Im Folgenden

soll zundchst die Optimierung der Methode niher beschrieben werden.

5.4.1 Optimierung der isoelektrischen Vorfraktionierung in Sephadex-Gelen

Herstellung der Sephadex-Trenn-Matrix

2,5 ml des in 4.3.4.1 beschriebenen Quellpuffers werden mit 120 ul Pharmalyte 3-10 bzw. 120 ul Phar-
malyte 8,5-10,5 (je nach gewiinschtem pH-Gradienten) gemischt. Danach fillt man bis zu einem Vo-
lumen von 3 ml mit Quellpuffer auf. Die Pharmalytkonzentration sollte keinesfalls mehr als 4% (v/v)
betragen. Diese Mischung vermengt man in einem (5ml) Rollrandglas vorsichtig mit 210 mg Sephadex
G100 SF (bzw. 145 mg Sephadex G200 SF), so dass keine Luftblasen entstehen. Die erhaltene zdhflis-
sige Mischung ldsst man 12-48h bei 4° C quellen.

Mischen der Probe mit der gequollen Trennmatrix

Zu der aufzutrennenden Proteinprobe figt man je 6 ul eines farbigen pI-Markers hinzu. Anschlielend
wird mit dem in 4.2 beschriebenen Lysispuffers auf ein Volumen von 1,5 ml aufgefillt. Man vermischt
dies vorsichtig, um Luftblasen zu vermeiden, mit 3 ml der gequollenen Matrix. Die richtige Vermen-

gung ist dann erreicht, wenn die farbliche Beschatfenheit gleichmiBig ist.
Verwendete farbige pI Marker

Bei der Sephadex-Vorfraktionierung wurden farbige, niedermolekulare pI-Marker von Dr. Karel Slais
[105, 106] (Universitit Brinn) zur pH-Identifikation und -Zuordnung verwendet. Diese Verbindungen
besitzen wegen ihres zwitterionischen Aufbaus einen isoelektrischen Punkt und verhalten sich im elek-

trischen Feld wie Proteine und dienen somit als pI-Marker.
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Verwendet wurden folgende pI Marker:

pI-Wert Farbe

477 rot-orange
5,3 lila

5,6 gelb-orange
6,3 dunkelrot
7,5 ziegelrot
8,0 orange

8,6 braun

Tabelle 5-3: Farbige pI-Marker [105, 106]

Auftragen der Probe und isoelektrische Fokussierung

In Abb. 5-21 ist der selbst angefertigte Prototyp zur Vorfraktionierung abgebildet. Diese aus Polycar-
bonat bestehende Vorrichtung wurde nach Vorlage der Verotfentlichung von Garyg et. al. [46] hergestellt

und entsprechend modifiziert, so dass sie in die Multiphorapparatur passt, siche Abb 5-22.

Abbildung 5-21: Sephadex-IEF-Tray (Prototyp) aus Polycarbonat

94



Ergebnisse und Diskussion

Bevor man die Probe vorsichtig, um Luftblasen zu vermeiden, in eine Laufbahn einpipettiert,
werden die Elektroden angebracht, unter denen sich je 2 Lagen mit destilliertem Wasser angefeuchte-

tes Elektrodenpapier befindet.

Abbildung 5-22: Verbesserter Sephadex-IEF-Tray in der Multiphor-Apparatur

Der Sephadex-Tray wurde an die Multiphoreinheit adaptiert.

Folgende Laufparameter wurden fiir die Sephadex-IEF verwendet:

Laufzeit angelegte Spannung | angelegter Strom
30 min 150 V 0,4 mA pro Bahn
30 min 300 V 0,4 mA pro Bahn
1h 600 V 0,4 mA pro Bahn
1-3h 1000 V 0,4 mA pro Bahn

Tabelle 5-4: IEF Laufparameter in Sephadex-Gelen

Die IEF wurde als beendet angesehen, sobald die pI-Marker als definierte scharfe Linie fokussierten.
Ein weiteres Indiz der abgeschlossenen IEF ist das von der Trigerampholytfokussierung bekannte
Phinomen der Kathodendrift, d.h., dass sich die pI-Marker in ihrer relative Lage zueinander nicht mehr

indern, sondern als Ganzes zu Kathode wandern.
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Entnahme der vorfraktionierten Probe

Die vorfraktionierte Probe wird mit der Sephadexmatrix, je nach gewtinschtem pH-Bereich der folgen-
den IEF im IPG-Streifen, portionsweise (Abb. 5-23) mit einem Spatel entnommen. Die vorfraktionier-
te Probe kann nun direkt verwendet oder bei — 70°C bis zum weiteren Gebrauch gelagert werden. Zur
besseren Dosierung beim Aufbringen auf den IPG-Streifen bzw. zur Lagerung tberfithrt man die Se-
phadexportionen in eine Klarsichthtlle und verschweilit die einzelnen Portionen. Vor dem Start der
IEF in IPG-Streifen verwendet man die Klarsichtfolie wie eine Tortengusshilfe, indem man eine Ecke
der Klarsichtfolie abschneidet und an dieser Stelle die Sephadexmatrix, welche die vorfraktionierte Pro-
be enthalt, herausdriickt und vorsichtig auf das anodale Ende (siche Abb. 5-23) des IPG-Streifens auf-

tragt.

L Triagerampholyt-
7 IEF in horizontalen
! ' - Sephadex-Gelen

IEF in IPG-Streifen

Abbildung 5-23: Sephadexentnahme nach IEF-Vorfraktionierung

Entnahme des Sephadexbereiches, welcher die vorfraktionierten Proteine enthilt und Auftrag auf den rehydratisierten
IPG-Streifen
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Anpassung der IPG-IEF nach Vorfraktionierung

Durch die Vorfraktionierung erhilt man Fraktionen mit einer sehr hohen Proteinkonzentration (bis zu
zwei mg Protein pro IPG-Streifen). Da meistens enge pH-Gradienten mit 24 cm Trenndistanz verwen-
det wurden, wurde das Protokoll zur IEF entsprechend den in Tab. 5-5 aufgelisteten Parametern ange-

passt; dabei erwies sich die Verlingerung der Probeneintrittszeit als sehr vorteilhaft.

pH-Gradient 150V 300V 600V Gradient auf 8000V 8000V Voltstunden
Eine pH-Einheit 2h 2h 3h 1h 15h 120000
Zwei pH-Einheiten 2h 2h 3h 1h 10 h 80000

Tabelle 5-5: IPG-IEF-Laufbedingungen

Verlingerte Probeneintrittszeit im Vergleich zum Standardprotokoll

5.4.2 Reproduzierbarkeit der Sephadex-IEF

Bei der Verwendung des neuentwickelten Trays erfolgt in jeder einzelnen Bahn eine unabhingige IEF
mit allen damit verbundenen Unwigbarkeiten. Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu tberpriifen,
d.h. um zu zeigen, ob in jeder Bahn eine identische Auftrennung erfolgt, wurde eine Sephadex-IEF mit
CyDye markierten Proteinen durchgefithrt. Wie in Abbildung 5-24 dargestellt, wurde jede Bahn des
Sephadex-1EF-Trays mit C. glutamicum Proteinen beladen, welche vorher mit jeweils einem CyDye-
Fluorophor markiert worden waren; die Eigenfarbe der CyDyes ist am rechten Ende des Trays gut zu
erkennen. Nach Beendigung der Vorfraktionierung wurden die in der Abbildung 5-24 markierten Be-
reiche entnommen, gemischt und auf emen einzigen IPG-Streifen aufgebracht. Nach der 2D-
Gelelektrophorese wurde das Gel eingescannt und mit einer entsprechenden Image-Analyse Software
ausgewertet. Der untere Teil der Abbildung 5-29 zeigt die Ergebnisse der einzelnen zu den CyDyes

korrespondierenden Farbkanile. Wie unschwer zu erkennen ist, sind die Muster identisch.

Ein weiterer Test, der nicht nur die qualitative sondern auch die quantitative Reproduzierbarkeit tiber-
priifen sollte, zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Fokussierungs-
mustern (Abbildung 5-25). Falls ein Unterschied bestehen wiirde, misste eine Farbe der Einzelgele
dominieren, wenn man die drei Farbkanile tbereinander anzeigt. Dies ist aber offensichtlich nicht der

Fall, da die Spots tiberwiegend weil3 sind, es stellt die Mischfarbe der drei Einzelkanile dar.
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Die von Garyg et al. [46] erstmals beschriebene Methode konnte in mehreren Punkten verbessert werden:
Erstens wurde ein stabiler Tray mit einer geringen Proteinabsorptionskapazitit entwickelt, der sich per-
fekt in die Multiphor-Apparatur integriert, und bei dem keine Randeffekte entstehen. Zweitens konnte
durch die Verwendung von farbigen pl-Markern [105, 106] der zu entnehmende vorfraktionierte Pro-
benbereich besser definiert, und somit die Reproduzierbarkeit der Methode erheblich gesteigert wer-

den.

5.4.3 Erhohte Anzahl von Spots nach Vorfraktionierung in Sephadex-IEF Gelen

Die in den Abbildungen 5-26 und 5-27 dargestellten Resultate verdeutlichen, dass die Zahl der detek-
tierbaren Spots nach Vorfraktionierung mittels Sephadex-IEF in Kombination mit engen IPGs deutlich
héher ausfillt als durch die alleinige Verwendung enger bzw. ultra-enger IPGs. Ahnliche Ergebnisse
einer Vorfraktionierung von C. glutamicum Proteinen im pH-Bereich 5.0 bis 6.0 sind in Abbildung 5-28

und der dazugehorigen Tabelle 5-6 dargestellt.

Aus Abbildung 5-28 und Tabelle 5-6 ist ersichtlich, dass nach Vorfraktionierung nicht nur die Anzahl

von Isoformen verschiedener Proteine héher ist, sondern auch die Gesamtzahl unterschiedlicher Prozein-
spezgies.

Beispielsweise konnten in einem willkirlich ausgewihlten Gelausschnitt im pH-Bereich 5.0-5.7 (Abb.
5-29) ohne Vorfraktionierung 46 Spots identifiziert werden, die insgesamt 28 unterschiedliche Protein-

spezies enthielten. Die entsprechenden Zahlen nach isoelektrischer Vorfraktionierung im Sephadex Gel

lauten: 96 identifizierte Proteine und ingesamt 60 unterschiedliche Proteinspezies (Tab. 5-7).

Diese Resultate stiitzen die von Westbrook e a/. [88], die im Jahre 2001 durch Verwendung von zoomz-in
IPGs publizierten Ergebnisse und widerlegen somit die hiufig vertretene These, dass durch Verbesse-

rung der Auflésung lediglich mehr Isoformen der Proteine zu finden sind.

5.4.4 Erhohte Qualitit der MS-Spektren nach Sephadex-IEF

Durch isoelektrische Vorfraktionierung in Sephadex-Gelen konnte bedeutend mehr Proteinmenge pro
IPG-Streifen aufgetragen werden, ohne dass die Auftrennung durch Ausbildung von horizontalen
Streifen bzw. Proteinenprizipitation an den Elektroden beeintrichtigt wurde. Aufgrund dieser grof3eren
Proteinmenge pro Spot konnten sowohl die Qualitit der MS-Spektren verbessert, als auch die Sequenz-
abdeckung gesteigert, und somit die Proteinidentifikation mit dem Massenspektrometer wesentlich

erleichtert werden.
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Ergebnisse und Diskussion

unfraktioniert
Identific. Matched
Snatho: ation Covaraga peptides

1 no spectrum
58 no spectium
24 no spectrum

123 no spectrum

2 Cg0310 484 20
2 Cg0310 51.2 3
6 CgO310 345 1%
7 Cg0310 248 12
14 Cg0310 149 &
15 Cgo310 11.4 1
16 Cg0310 132 L]
124 no spectrum S 2
35 Cgo441 205 10
75 Cgoaay 10,0 4
103 no spectrum _ -
92 no spectrum e 3
73 CgO867 344 5
T4 CgDaET 31.7 4
76 Cgoae7 24.4 5
97 CgOBe6T 433 &
98 Cg0s887 489 9
99 no spectrum _ _
101 no spectrum =7 b
47 Cg0949 29 4
20 Cg0284 6.2 3
26 Cgooeq 287 1"
36 Cg1133 13,4 7
46 Cg1133 8.3 4
93 Cg1215 6.9 L5}
40 Cg12PE | 2
86 Cg1259 123 4
71 no spectrum - -
88 Cy1266 205 5
85 no spectrum _ _
102 Cg1365 339 8
5 Cg1432 318 17
10 no spectrum i
90 no spectrum
57 no spectrum i =
89 no spectrum 4 o
108 no spectrum e =
48 no spectrum
86 no spectrum _ _
44 Cg17a 183 4
B0 Cg17a a7 5
&1 no spectrum e -
37 Cg1807 256 8
118 no spectrum _ _
51 no spectrum it =
49 no spectrum = =
52 no spectrum i 5
112 Cg2079 202 &
78 no spectrum i _
81 no spactrum
82 no spectrum = =
82 no spectrum
19 no spectrum _ _
39 Co2206 382 10
113 no spectrum _ .
65 Cgzz222 140 T
66 no spectrum
72 no spectrum e i
87 no spectrum s 5
32 Cg2291 208 11
32 Ccgzeom 226 9
111 Cg2300 21.8 4
1089 no spectrum o -
TO no spechum e =
80 no spectrum o &
23 no spectrum
30 Cga49d 19,3 &
31 Cg2499 26.7 a
69 no spectrum
50 no spectrum i i
21.4 L]
84 Cg2res 232 5
67 no spectrum
18 Cg2840 338 18
25 Cg2840 229 6
4 no spechum — -
11 Cg2sa 18.2 12
12 no spectrum
17 Cg28m 21.8 10
41 Cg2900 20,3 L]
62 no spectrum - _
B4 no spectrum
22 no spectrum _ _
45 no spectrum 2L =
108 Cg3071 188 5
59 no spectrum s _
896 no spectrum
104 no spectum _ _
114 Cg3237 370 5
115 Cg3z237 405 5

125 no spectrum
34 no spectrum

unfraktioniert

identifizierte Spots: 46

vorfraktioniert

Identific- P r——— Matched
ation o peptides

Cgl43z 40,0 23
Cgoo4a7 28,5 4
Cg0124 18,2 8
CgleEes 421 i
Cyba10 50,6 22
Cg0210 231.6 13
Caoz10 29.1 12
Cg0310 a9 5
0310 18.4 6
Cgoa10 11.6 6
Cgh310 11,8 6
Cg0306 10.4 4
Cgo441 30.1 12
CyD447 20,1 8
CgDEos 22,9 4
Cgov i3 27,6 8
CyDEE? 43,4 a
Cgoa6T 25,8 5
Cgo867 47.1 a
CgOa6Es 43 4 i
CgbeET 50,7 9
Cgoe67 38,0 7
Cgha6y 43,4 B
Cg0o49 28.0 17
Cg0284 12,7 7
Cobasd 12,5 6
Cg1133 58,7 24
Cg1133 53,2 20
Cg1215 32,6 7
Cg1226 37,5 14
Cg1259 43,4 12
Cg 1266 24,0 7
Cy 1266 51,7 15
Cg1283 36.9 &
Cg1365 29,9 5
Cg1432 16,2 8
Cg1432 12,4 5
Cg1492 33.4 8
Cg1hs7h 80 12
Cg1698 €01 12
Cgi1722 49,3 8
Cy 1761 21,1 ]
Cg1761 57.5 18
Cg178 10.8 5
Cg179 9.0 5
cg17M 21.4 11
Cg1807 33,5 9
Cg1826 31,6 &
Cg1829 14,4 5
Cg1855 29,8 11
Cg1855 45,0 16
Cg2079 2.8 12
Cg2136 15,7 4
Ca21s 41,7 10
Cg2151 25,5 7
Cg2151 23.0 6
Cg2192 19.6 6
Cg2206 21,3 10
Cg2217 20,5 4
Cgzza2 21,2 18
Cg2222 483 9
Cgzz22 24,6 &
Cg2222 21,3 8
€226 51,2 19
Cg229 20,2 12
Cge300 21,8 5
Cg2asa 40,6 7
Cg2377 49,2 5
Cgz383 31,6 8
Cg2409 13,4 5
Cg2499 12,0 =
Cg2489 22,3 7
Cg2638 26,4 15
Cg2588 20.8 5
Cg2685 29,4 8
Cy2795 23,2 5
Cq2836 28,8 8
Cgz840 14,9 7
Cg2a40 29,4 20
Cg28m 10.4 5
Cg2891 18,3 10
Cgzaa 7.4 4
Cg28m 10.2 8

2500 25,6 8
Cg2810 28,2 13
Cq3007 41,8 13
Cg3063 19,8 T
Cg3063 9.3 ]
Cg2071 55,2 10
Cg3119 9.4 5
Cg3219 242 8
Cy3224 40,7 7
Cg3237 46,0 6
Cg3237 32,0 5
o333 29,9 5
Cg3426 23,7 10

verschied. Proteinspezies: 28

* unique Proteine: 18
.

Proteine mit Isoformen: 10

8 (2)
1 (5)
1(7)

Tabelle 5-7: Identifizierte Proteine im Bereich pH 5.0 — 5.7

Protein information

Cg1432 - (ivD) [C] DIHYDROXY-ACID DEHYDRATASE (EC 4.2.1.9) | NCgl1:
CglO47 - [M]: conserved hypothetical profein | NCgIO032 (COKE3064) M) Men
Cg0124 - (amn} [C]; AMP NUCLEOSIDASE (EC 3.2.2.4) | NCalD094 (COGOT7
Cg0228 - [C]. SENSOR HISTIDINE KIMNASE OF TWO-COMPONENT SYSTEM
Cg0310 - (katA) [C] CATALASE (EC 1.11.1.6) | NCgl0251 (COGO752) [P]. Ca
Cg0310 - (katA) [C]: CATALASE (EC 1.11.1.6) | NCgl0251 (COGO752) [P]: Car
CgO310 - (kata) [C]: CATALASE (EC 1.11.1.6) | NCgI0251 (COGOTH3) [P Car
CgD310 - (katA) [C] CATALASE (EC 1.11.1.6) | NCglD251 (COGO7532) [P]. Ca
Cg0310 - (kata) [C]: CATALASE (EC 1.11.1.6) | NCgI0251 {COGOT52) [P]. Ca
Cgo3I10 - (Kata) [C]; CATALASE (EC 1,11.1.6) | NCgl0z51 (COGO753) [P]: Car
CgO310 - (katd) [C] CATALASE (EC 1.11.1.8) | NCgIO251 (COGOTS3) [P] Ca
Cg0396 - [M]. Slycosy transferase | NCgl0321 (COG1218) [R]. Predicted glyce
Cgl441 = (Ipd) [C]: DIHY DROLIPOAMIDE DEHYDROGEMASE (EC 1.8.1.4) | I
©gnAa7 - (sdhB) [C]: succinate dehydrogenasa B | NCgIDSE1 (COGDATY) [C] ¢
CgDE96 - (sigD) [C]: PUTATIVE RMA POLYMERASE SIGMA FACTOR, ECF i
Cgl773 - [C) PUTATIVE EXODEOXYRIBONUCLEASE (EC 3.1.11.2) | NCglOr
CgDBET - [C] Ribosome-assodated prolein Y (PSrp-1) | NCglO725 (COG1544;
Cg08ET - [C]: Ribosome-assodated protein Y (PSrp-1) | NCgIOT25 (COG1544;
CgOBET - [C]: Ribosome-assodiated protein ¥ (PSrp-1) | NCgIO725 (COG1544,
CgheE7 - [C] Ribosome-assodated protein Y (PSrp-1) | NCglO725 (COG1544)
Cg0287 - [C]: Ribosome-assodated protein Y (PSrp-1) | MCgIOT25 (COG1544;
Cg0867 - [C]: Ribosome-assaciated protein ¥ (PSrp-1) | NCgID725 (COG1544
CgOBE7 - |C] Ribosome-assodated protein Y (PSrp-1) | NCgIO725 (COG1544;
©g0848 - (gitA) [C] CITRATE SYNTHASE (EC 4 1.2 7) | NCglO786 (COGOA7E
Cg0984 - (purH) [C]: (QERHXE) §-PHOSPHORIBOSY L-5-AMINCIMIDAZOLE.
Cgu8B4 - (purH) |C]; (QERHXE) §-PHOSPHORIBOSY L-5-AMINCIMIDAZ OLE-
Cg1133 - (glyA} [C]: Serine Hydroxymethyliransferase (EC 2 1.2.1) | NCgID954
Cg1133 - (glyA) [C]: Serine Hydrosymethyltransferase (EC 2.1.2.1) | NCgl0954
Cg1215 - (nadC) [C]: PUTATIVE NICOTINATE-NUCLEOTIDE FYROPHOSFH
Cg1226 - (pobB) [C]: 4-HY DROXYBENZOATE 3-MONOOXYGENASE (EC 1.1
Cg1259 - (dapD2) [C): similar to tetrahydrodipicolinate M-succinyltransferase | |
Cg1266 - (mma) [C]: RRNA GUANINE-N1-METHYLTRANSFERASE (EC 2.1.1
Cg1266 - (mmA) [C]. RRNA GUANINE-M1-METHYLTRANSFERASE (EC 2.1.1
Cg1283 - (arcE2) [C]. PUTATIVE SHIKIMATE / QUINATE 5-DEHYDROGEMA,
Cg1365 - (alpH) [C]; H+ATPASE DELTA SUBUNIT | NCgl1162 (COGO712) [C
©g1432 - (ivD) [C] DIHYDROXY-ACID DEHYDRATASE (EC 4.2.1.9) | NCgi1:
Cg1432 - {ivD) [C]: DIHY DROXY-ACID DEHY DRATASE (EC 4.2.1.9) | NCgl1:
Cg1492 - (gpsA) [C]: GLYCEROL-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (NAD(
Cg1s7s - (pheT) [C] PHENY LALANYL-TRMNA SYNTHETASE BETA CHAIN (E
Cg1898 - (hisG) [C]: ATP PHOSPHORIBOSYLTRANSFERASE (EC 2.4.2.17)

Cg1722 - [C]: GCN5-related N-acetyltransferase | NCgl1469 (COG0454) [KR]:

CPI7TET - (nitS2) [C]: CYSTEINE DESULFHY DRASE / SELENOCYSTEINE LY
Cg1761 - (nifS2) [C]. CYSTEINE DESULFHYDRASE / SELENOCYSTEINE LY
Cg1791 - (gap) [C]: GLY CERALDEHY DE-3-PHOSPHATE DEHYDROGEMAST
©g1791 - (gap) [C] GLYCERALDEHY DE-3-PHOSPHATE DEHY DROGENASE
€g1791 - (gap) [C] GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE
©g1807 - (dfp) [C]: DNAPANTOTHENATE METABOLISM FLAVOPROTEIN |

Cg1825 - (efp) [C]: Translation elongation factor P/translation initiation factor el
Cg1829 - (aroC) [C]. PUTATIVE CHORISMATE SYNTHASE (EC 4.6.1.4)| NC
©g1855 - (hisS) [C]: HISTIDYL-TRNA SYNTHETASE (EC 6.1.1.21) | NCgl158!
CO1856 - (hisS) [C] HISTIDYL-TRNA SYNTHETASE (EC 6.1.1.21) | NCgl158!
CgR078 - [C]: conserved hypothetical protein | NCgl1824 (COG3263) [S] Unech
Cg2136 - (gluA) [C]: GLUTAMATE UPTAKE SYSTEM ATP-BINDING PROTEI
©g2151 - [C]: Similar to phage shock protein A | NCgl1886 (COG1842) [KT]: PI
Cg2151 - [C]: Similar to phage shock protein A | NCgl1886 (COG1842) [KT]: PI
Cg2151 - [C]: Similar to phage shock protein A | NCgl1886 (COG1842) [KT]: PI
Cg2192 - (mgo) [C]: MALATE:QUINONE OXIDOREDUCTASE OXIDOREDUC
Cg2206 - (ispG) [C]: involved in the nonmevalonate pathway of terpencid biosy
Cg2217 - {frr) [C]: RIBOSOME RECYCLING FACTOR | NCgl1947 {COG0233)
Cg2222 - (1psB) [C]: 30S RIBOSOMAL PROTEIN S2 | NCgl1950 (COG0052) [
Cg2ee? - (1psB) (O] 305 RIBOSOMAL PROTEIN 52 | NCgl1950 (COGD052)
Cg2222 - (1psB) [C]; 30S RIBOSOMAL PROTEIN S2 | NCgl 1950 (COG0052) [
©g2222 - (rpsB) [C]: 305 RIBOSOMAL PROTEIN S2 | NCgl1950 (COG0052) [
©g2791 - (pyk) [C]. PYRUVATE KINASE (EC 2.7 1.40) | NCgI2008 (COGD469
©g2291 - (pyk) [C]: PYRUVATE KINASE (EC 2.7.1.40) | NCgI2008 (COG0469
Cg23200 - (hisH) [C]: IMIDAZOLEGLY CEROL-PHOSPHATE SYNTHASE, AMIL
(Cg2364 - |C] pyridoxal-5'-phosphate dependent enzyme | NCgl2073 (COGO3%
CG23TT - (mraW) [C] S-adenosyimethionine-dependent methyllransferase inve
C©gZ383 - (metF) [C]: 5.10 y y T (EC 1.7.99.5)
92499 - (glyS) [C] GLYCYL-TRNA SYNTHETASE (GLYCINE—TRNA LIGAS
Cg2499 - (glyS) [C]. GLYCYL-TRNA SYNTHETASE (GLYCIME-TRMA LIGAS
Cg2499 - (glyS) [C]: GLYCYL-TRMNA SYNTHETASE (GLY CINE-TRNA LIGAS
Cg2538 - [C] ALKANAL MONOCOXYGENASE ALPHA CHAIN (EC 1.14 143} |
Cg2588 - (proB) [C] GLUTAMATE 5-KINASE PROTEIN (EC 2.7.2.11) | NCgl2
Cg26385 - [C]: PUTATIVE SHORT-CHAIN DEHYDROGEMNASE/REDUCTASE |
Cg2795 - [C]: NADPH quinone reductase or related Zn-dependent oxidoreduct
Cg?838 - (such) [C]: SUCCINYL-COA SYNTHETASE ALPHA SUBUNIT (EG €
Cg2840 - {actA) [C]: BUTYRYL-COAACETATE COENZYME A TRANSFERAS
Cg2840 - {actA) [C]: BUTYRYL-COAACETATE COENZYME A TRANSFERAL
Cg2891 - (poxB) [C]: PYRUVATE DEHY DROGEMASE (EC 1.2 2 2) | NCgl252
Cg2891 - (poxB) [C]: PYRUVATE DEHY DROGEMASE (EC 1.2.2.2) | NCgl252
Cg2891 - (poxB) [C]: PYRUVATE DEHYDROGENASE (EC 1.2.2.2) | NCgl252
Cg2891 - (poxB) [C]: PYRUVATE DEHY DROGEMASE (EC 1.2 2.2) | NCgI252
Cg2900 - (ddh) [C]: MESC-DIAMINOPIMELATE DEHY DROGEMASE (EC 1.4,
Cg2910 - [C]: Transenptional regulator, Lacl family | NCgIZ538 (COG1609) [K]:
CgR007 - (pvdS2) [C] RMA POLYMERASE SIGMA FACTOR, PUTATIVE | NC
Cg3063 - (purA) [C]: ADENYLOSUCCIMNATE SYNTHETASE (EC 6.3.4.4) | NC
CganE3 - (purA) [C]: ADENYLOSUCCINATE SYNTHETASE (EC 6.3.4.4) | NC
Cg3071 - (pyrE) [ OROTATE PHOSPHORIBOSYLTRANSFERASE (EC 2 4
©g3119 - (cysJ) [C]: Probable Sulfite Reductase (Flavoprotein) (EC 1.8.1.2) | b
©g3218 - (1dh) [C]: L-LACTATE DEHYDROGENASE (EC 1.1.1.27) | NCgI2810
Cg3Z24 - [C] Bacterial regulatory proleins, GnilR family | NCgl2814 (COG2 1868
Cg3237 - (s0d) [C], MANGANESE SUPEROXIDE DISMUTASE (EC 1.15.1.1) |
Cg3237 - (s0d) [C]: MANGANESE SUPEROXIDE DISMUTASE (EC 1.15.1.1) |
Cg3331 - {ogt) [C]: METHYLATED-DNA—-PROTEIN-CYSTEINE METHYLTRAT
Q3426 - (parB) [C]: Predicted transcriptional regulator involved in chromosom

vorfraktioniert (Sephadex-IEF)

= identifizierte Spots : 96
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5.1

= verschied. Proteinspezies : 60

= unique Proteine : 42
= Proteine mit Isoformen : 18

10 (2)
4(3)
2(4)
2(7)

Mase [kDa]
64,66
29,40
53,68
16,29
58,69

30,69
28,85
28,86
64,66
64,66
3466
89,42
30,21
2194
45,78
45,78
36,03
36,03
36,02
40,99
20,62
43,72
47,11
47,11
27,01
26,52
30,41
30,41
30,41
54,81
42 56
2073
30,10
30,10
30,10
30,10
51,61
51,61
23,16
26,62
35,79
36,21
53,03
53,03
53,03
35,66
42,61
2527
35,82
30,24
54,50
54,50
61,92
61,93
61,93
61,92
35,18
38,84
35,29
46,75
48,75
19,43
50,11
34,39
26,08
2208
22,08
17,26
40,62

Liste 100 gepickter und identifizierter Proteine des in Abbildung 5-29 gezeigten pH-Bereiches. Parameter fiir
MALDI-TOF-PMF: Zahl der gematchten Peptide > 5; Abweichung vom theoretischen pl: < 0.5; Abweichung von der

theoretischen Molmasse < 20%
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Ergebnisse und Diskussion

Dies verdeutlichen die beiden Abbildungen 5-30 und 5-31. Die Unterschiede zeigen sich auf zwei Ar-
ten. Erstens konnte eine Rethe von Proteinen, welche ohne Vorfraktionierung in zu geringer Konzen-
tration in dem 2DE-Gel vorhanden waren, um sie identifizieren zu kénnen, aufgrund des besseren Sig-
nal-Rausch-Verhiltnisses nach isoelektrischer Vorfraktionierung in Sephadex-Gelen problemlos identi-
fiziert werden. Zweitens wurden diejenigen Proteine, die in beiden 2D-Gelen identifiziert werden konn-
ten, in der vorfraktionierten Probe mit einer viel hoheren Sequenzabdeckung und somit einer grof3eren

statistischen Sicherheit identifiziert.

5.4.5 Nachweis und Identifikation von niedrig-abundanten Proteinen

Nach der Etablierung der Methode war das nichste Ziel die Detektion und Identifizierung niedrig a-

bundanter C. glutamicum Proteine nach isoelektrischer Vorfraktionierung in Sephadex-Gelen.

Anhand der theoretischen Gesamtproteinverteilung und unter Zuhilfenahme des Programmes JVirGel
[71, 72] zur Vorhersage des Vorkommens von /low abundance Proteinen (Abbildung 5-20) entschieden
wir uns in einer Pilotstudie fur einen IPG 5.5 -6.7 mit 24cm Trenndistanz, da in diesem pH-Bereich
vergleichsweise erheblich mehr niedrig exprimierte als stark exprimierte Proteine, welche ebenfalls mit
angereichert werden und somit die Analyse der niedrig-abundanten Proteine stéren kénnten, voraus-

gesagt wurden.

Es wurden 10 mg unfraktionierter Probe pro Trennbahn in den Sephadex-IEF-Tray geladen. Der im
oberen Teil der Abbildung 5-32 rot markierte Bereich wurde entnommen und direkt auf einen IPG 5.5
-6.7 Streifen aufgebracht. Der untere Teil der Abbildung 5-32 zeigt das Ergebnis der darauffolgenden
zweidimensionalen, elektrophoretischen Trennung. Die mit Pfeilen markierten Spots wurden gepickt
und mit MALDI-Analyse identifiziert und sind laut Algorithmus von Alice McHardy ez a/. [102] als
niedrig-exprimierte Proteine anzusehen. Die Tabelle 5-8 zeigt eine Liste der 37 gefundenen niedrig-
exprimierten Proteine, geordnet nach Proteinfamilien, dazu gehéren Proteine aus verschieden
Metabolismus-Stoffwechselwegen, Proteine der Transkription, der Replikation, der Proteinmodifikati-

on und Proteine die noch nicht weiter charakterisiert sind.
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Ergebnisse und Diskussion

by | Spot 108 (Cg1722) unfractionated
12 | Sequence coverage: 0%
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s | matched peptides: 0
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-l | Spot 46 (Cg1133) unfractionated
w0 | | Sequence coverage: 8.3%

24 k i i

4 i | matched peptides: 4
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£

‘ Spot 46 (Cg1133) prefractionated
| Seq age: 53.2%
| matched peptides: 20
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Abbildung 5-30: Ethohte Sequenzabdeckung durch Vorfraktionierung I
Links: die gepickten Spots / Rechts: das jeweils zugehorige MS-Spektrum.
Deutlich zu erkennen ist die enorm verbesserte Qualitit der MS-Spektren sowohl in Bezug auf die Sequenzabdeckung als

auch hinsichtlich des Signal-Rausch-Verhiltnisses nach Sephadex-1EF.
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Ergebnisse und Diskussion

ﬁ | Spot 47 (Cg0949) unfractionated
s | Sequence coverage: 8.9%
E’: | matched peptides: 4
‘5‘: i
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i | Spot 47 (Cg0849) prefractionated
P | Sequence coverage: 38.0%
= | matched peptides: 17
100
1 80
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I
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b
1,000
-
-
o0
L
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0
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vorfraktioniert s e e dew L e e a0
it | Spot 65 (Cg2222) unfractionated
S0 :
i - Sequence coverage: 14.0%
i | matched peptides: 7 :
; 3
Ji A -
100 250 R 3300
unfraktioniert
b Spot 65 (Cg2222) prefractionated
e
e - - Sequence coverage: 31.3%
s matched peptides: 13
1 &
Pl i
vorfraktioniert e oo

Abbildung 5-31: Erhéhte Sequenzabdeckung durch Vorfraktionierung II
Links: die gepickten Spots / Rechts: das jeweils zugehorige MS-Spektrum.
Deutlich zu erkennen ist die enorm verbesserte Qualitit der MS-Spektren sowohl in Bezug auf die Sequenzabdeckung als

auch hinsichtlich des Signal-Rausch-Verhiltnisses nach Sephadex-1EF.
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Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 5-32: 2D-Elektrophorese von C. glutamicum Proteinen im Bereich 5.5 — 6.7 nach
Vorfaktionierung mit Sephadex-IEF
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Ergebnisse und Diskussion

Metabolism Cobias < -0.42
Energy production and conversion
Cgo0557 [C] Dehydrogenases (flavoproteins) -0.50
Cg0616 [C] Uncharacterized protein required for formate dehydrogenase activity -0.47
Amino acid transport and metabolism
Cg0931 [E] Aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase -0.64
Cg2237 [E] Glycine/D-amino acid oxidases (deaminating) -0.47
Carbohydrate transport and metabolism
Cg1204 [G] similarity similarity to 2,3-PDG dependent phosphoglycerate mutase pgm -0.48
Coenzyme transport and metabolism
Cg134s [H] Molybdopterin biosynthesis enzymes - 0.50
Cg1351 [H] Molybdopterin biosynthesis enzyme -0.54
Cg1678 [H] Precorrin-5B methylase 1 -0.49
Cg2885 [H] Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase -0.43

Lipid transport and metabolism
Information storage and processing

Transcription
Cg0579 [K] Predicted transcriptional regulators - 0.52
Cg0764 [K] Transcriptional regulators -0.52
Cg1935 [K] Transcriptional regulators -0.45
Cg013% [KG] Transcriptional regulators of sugar metabolism -0.42
Cg0030 [KT] Response regulator of citrate/malate metabolism -0.42
Replication, recombination and repair
Cg0728 [L] Deoxyribodipyrimidine photolyase -0.67
Cg1839 [L] Uncharacterized ATPase related to the helicase subunit of the Holliday junction -0.49
Cg2576 [L] DMA polymerase |ll delta subunit -0.43
Inorganic ion transport and metabolism
Cg2688 [P] ABC-type molybdenum transport system, ATPase component/photorepair protein -0.46
Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
Cg21T1 [Q] Phosphopantetheinyl transf: component of siderophore synthetase -0.55
Cg1385 [QR] SAM-dependent methyltransferases -0.43

Cellular processes and signaling
Cell walll/membrane/envelope biogenesis

Cg0681 [M]  Alanine racemase -0.46

Cg1877 [M] Lauroylimyristoyl acyltransferase -0.51

Cg2400 [M] Predicted glycosyltransferases -0.50

Cgo727 [MG] Predicted nucleoside-diphosphate-sugar epimerases -0.62
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones

Cg0119 [O] Urease accessory protein UreH -0.54

Cy2446 [OT] Glutamine synthetase adenylyltransferase -0.47

Cg2043 [OU] Periplasmic serine proteases (ClpP class) - 0.62
Signal transduction mechanisms

Cg1456 [T] Predicted signal-transduction protein containing cAMP-binding and CBS domains -0.49
Defense mechanisms

Cg1903 [Vl ABC-type multidrug transport system, ATPase component -0.80

Cg3042 [Vl ABC-type multidrug transport system, ATPase component -0.43

Poorly characterized
General function prediction only

Cg0439 [R] Acetyltransferase (isoleucine patch superfamily) -0.60
Cgos48 [R] Predicted glycosyltransferases - 0.47
Cg2172 [R] Predicted phosphohydrolases -043
Function unknown
Cg0443 [S] Uncharacterized conserved protein -0.42
Cg1702 hypothetical protein -0.43
Cg2159 hypothetical protein -0.46
Cg3004 hypothetical protein -0.46

Tabelle 5-8: Gering exprimierte Proteine im Bereich pH 5.5 — 6.7 (s. Abb. 5-32)

Die Abbildung 5-33 verdeutlicht noch einmal den Vorteil der Sephadex-IEF-Vorfraktionierung. In dem
gewihlten Gelausschnitt konnten ohne Vorfraktionierung nur sieben Proteine identifiziert werden, von
denen lediglich zwei als niedrig exprimiert anzusehen waren, wihrend nach Vorfraktionierung insge-

samt 29 Proteine, davon sieben niedrig-exprimierte, identifiziert wurden.
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Spot Cg Num- UniProt Cobi- Cove- mac'hed Spot | CgNumer UniProt C.o- Covera- mac?led
mer KB as rage peptides KB bias ge peptides
1 Cg1903 Q8NPX4 -0,8 82,4 13 v. 36 42 Cg0616 Q8NSY8 -0,47 46,1 10 v. 28
2 Cg0728 QoM7D4 -0,67 30,7 12v.25 43 Cg0797 Q8NSHS8 | -0,47 36,1 8v.22
3 Cgl327 Q8NR79 -0,65 31,2 7v.41 44 Cg0848 QG6M739 -0,47 25,4 7v. 31
4 Cg0931 Q842]5 -0,64 39,3 16 v. 45 45 Cg2237 Q6M417 -0,47 30,7 12v.32
5 Cg0727 Q6M7D5 -0,62 29,2 13 v. 34 46 Cg2446 Q79VE2 -0,47 56 14 v. 41
6 Cg2043 Q8NPI9 -0,62 53,8 16 v. 39 47 Cg0418 Q8NTF9 -0,46 14,3 5v. 17
7 Cg3129 Q6M230 -0,62 22,9 5v.12 48 Cg0681 Q8RSU9 -0,46 29,9 8v. 44
8 Cg2343 Q6M3U1 -0,61 34,6 18 v. 40 49 Cgl294 QG6MG628 -0,46 23,5 9v. 62
9 Cg0439 QS8NTE3 -0,6 46,5 6v. 26 50 Cg2063 Q8NPHO | -0,46 46,1 10 v. 28
10 Cg0362 QG6M862 -0,59 28,5 6v.31 51 Cg2159 Q8NP52 -0,46 65,9 14 v. 41
11 Cgl239 Q8NRGO -0,55 39,7 9v.23 52 Cg2688 Q6M317 -0,46 46,2 8 v. 30
12 Cg2016 Q8NPLO6 -0,55 24,5 5v. 11 53 Cg3004 Q8NMO66 | -0,46 19,6 8v.28
13 Cg2171 Q8NP45 -0,55 64,1 11 v. 56 54 Cg3370 Q6MI1H5 | -0,46 52,9 13v. 34
14 Cg0119 Q79V]0 -0,54 433 11v.32 55 Cg00662 Q8NSU5 -0,45 43,1 20v. 31
15 Cgl351 QO6M5Y1 -0,54 33,7 10 v. 45 56 Cg1935 Q8NPU3 | -0,45 52,4 9v. 14
16 Cg0422 Q8NTF5 -0,53 43,8 14v. 49 57 Cg2116 Q8NP84 -0,45 32,6 9v. 34
17 Cg1510 Q8NQT6 -0,53 65 9v.24 58 Cg0861 Q8NSC3 -0,44 34 5v.17
18 Cg0579 Q8NT23 -0,52 62,3 15v. 37 59 Cgl284 QG6M637 -0,44 12,3 5v.20
19 Cg0764 Q8NSKS8 -0,52 53,8 12v. 36 60 Cg2236 Q8NNY9 | -0,44 67,4 9v.39
20 Cg0884 Q8NSA5 -0,52 44,7 8v. 55 61 Cg2621 Q8NN25 | -0,44 53,6 12v. 46
21 Cgl877 Q8NPZ3 -0,51 349 11v.71 62 Cg3328 Q6MI1KS | -0,44 48,5 7v.16
22 Cg2342 Q6M3U2 -0,51 37,3 6v. 31 63 Cg3331 QS8NLDY | -0,44 38,6 5v.25
23 Cg3040 Q8NM35 -0,51 53 16 v. 41 64 Cg0250 QG6MS8F2 -0,43 18,7 5v.12
24 Cg0557 Q8NT38 -0,5 30,9 10 v. 36 65 Cgl1385 QG6M5V5 -0,43 52,2 18 v. 48
25 Cgl346 QO6M5Y6 -0,5 42,6 6v. 38 66 Cgl702 Q8NQDO | -0,43 42,1 9v. 24
26 Cg2400 Q8NNKSE -0,5 44,6 12 v. 36 67 Cg2005 Q8NPM6 | -0,43 32,7 16 v. 31
27 Cg0788 QG6M788 -0,49 39,8 16 v. 42 68 Cg2172 Q8NP44 -0,43 34 9v.32
28 Cg0796 Q8NSH9 -0,49 448 16 v. 32 69 Cg2364 024748 -0,43 70,1 12v.24
29 Cg0889 Q8NSA0 -0,49 42,1 8v. 26 70 Cg2576 QG6M3A3 -0,43 39,1 7v.29
30 Cgl018 Q8NRZ3 -0,49 23,6 13v.29 71 Cg2885 P46395 -0,43 27 8v. 35
31 Cgl456 Q8NQY4 | -0,49 453 23 v.56 72 Cg3042 QG6M2A3 | -0,43 46,5 11v. 41
32 Cgl678 QG6M598 -0,49 30,1 11v. 29 73 Cg0139 Q8NU41 -0,42 44,6 8 v.28
33 Cg1839 QoM4Y4 -0,49 50,8 18 v. 31 74 Cg0443 QoM7724 | -0,42 50,3 8 v. 20
34 Cg2452 Q8NNHO | -0,49 34,8 11v. 40 75 Cg1228 Q8NRHO | -0,42 50,2 16 v. 38
35 Cg3093 Q8NLZ3 -0,49 58,3 14 v. 30 76 Cgl711 QG6M571 -0,42 39,7 10 v. 29
36 Cg0481 QO6M7W1 -0,48 31,2 9v.28 77 Cgl770 Q6M522 -0,42 16,9 12v. 54
37 Cgl204 QG6MO6AS -0,48 69,1 14v.27 78 Cg2189 Q8NP27 -0,42 23,9 12v. 32
38 Cgl318 Q8NR87 -0,48 54,9 11v.39 79 Cg3014 Q8NMG61 -0,42 33,6 8v. 36
39 Cgl722 Q8NQB1 -0,48 453 7v.26 80 Cg0090 Q8NU70 | -0,42 56 8 v.35
40 Cg3159 QS8NLT4 -0,48 65,5 7v.24 81 Cg1853 Q6M4X2 | -0,42 51,2 14 v. 27
41 Cg0370 QG6M855 -0,47 11,2 7v.39 82 Cg2579 Q8NNGO | -0,42 49,3 10 v. 36
83 Cg3329 QS8NLE1 -0,42 63,2 20 v. 41

Tabelle 5-9: Identifizierte gering exprimierte Proteine im Bereich pH 5.0 — 6.7
Liste aller identifizierten low-abundance Proteine im pH-Bereich 5.0 — 6.7 mit der Vorgabe von mind. 5 gematchten Pepti-
den, Abweichung des theoretischen pl vom gefundenen pl < 0.5 pH-Einheiten, und Abweichung der theoretischen Masse
zur gefundenen Masse < 20%.
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Fazit

Unter der Annahme, dass unter normalen Wachstumsbedingungen maximal % aller C. glutamicum Prote-

ine exprimiert sind (verifiziert durch Genexpressionsanalysen auf Transkriptomebene; persénliche Mit-
teilung von Dr. Jorn Kalinowski, Universitit Bielefeld) konnten aus den erhaltenen Daten folgende

Zahlen abgeschitzt werden:

e fir den pH-Bereich 5.5-6.7
— theoretisch maximal mogliche Proteinanzahl in diesem Bereich: 512
— abziiglich der stark und mittelstark exprimierten Proteine: 136
— abzglich sehr hydrophober Proteine (nicht darstellbar mit 2DE): 132

— abziiglich § nicht exprimierter Proteine (s.0.) -> zu erwarten ca. 88

— tatsidchlich gefundene, niedrig exprimierte Proteine (Tab. 5-8): 37

D.h., es konnten in dem untersuchten pH-Bereich 5.5-6.7 ca. 42 % der theoretisch zu erwar-
tenden niedrig-abundanten Proteine mit Hilfe der 2D-Elektrophorese unter Verwendung
enger IPGs in Kombination mit einer Proteinvorfraktionierung durch IEF in Sephadex-

Gelen gefunden werden.

Die entsprechenden Zahlen fur den pH-Bereich 5.0-6.7 lauten:

theoretisch maximal mogliche Proteinanzahl in diesem Bereich: 2194
— abziglich der stark und mittelstark exprimierten Proteine: 388
— abziglich sehr hydrophober Proteine (nicht darstellbar mit 2DE): 365

— abziiglich § nicht exprimierter Proteine (s.0.) -> zu erwarten 244

— tatsdchlich gefundene, niedrig exprimierte Proteine (Tab. 5-9): 83

[

» d.h. 35 % der erwarteten niedrig-abundanten Proteine

Insgesamt konnten im pH—Bereich 5.5-6.7 mehr als 40%, und im pH-Bereich 5.0-6.7 immerhin 35%
der theoretisch zu erwartenden und auf 2DE Gelen darstellbaren niedrig-exprimierten Proteine mit

einem Codonbias kleiner -0,42 mit Hilfe der 2D-Elektrophorese unter Verwendung enger IPGs in
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Kombination mit einer Proteinvorfraktionierung durch IEF in Sephadex-Gelen detektiert und identifi-

ziert werden, wihrend in bisher publizierten Proteomstudien von C. glutamicum [68-70] unter Verwen-
dung von engen IPG-Gradienten, jedoch ohne Vorfraktionierung, maximal % der von uns gefundenen

niedrig-abundanten Proteine detektiert wurden.

Mit der praparativen IEF in Sephadex-Gelen steht somit eine Technik zur Verfiigung, mit deren Hilfe
man hochkomplexe Proteingemische auf einfache Weise fiir die anschlieBende 2DE-Trennung repro-
duzierbar vorfraktionieren kann. Durch die Verwendung von farbigen pI-Markern zur Ermittlung des
Verlaufs des pH-Gradienten [105, 106] (sieche 5.4.1) wurde diese Technik weiter verbessert. Eine ent-
sprechende Publikation unserer Ergebnisse ist in Vorbereitung. Die Methode selbst wurde kiirzlich
veroffentlicht (Gorg, A., Liick, C., Weiss, W.: Sample prefractionation in granulated Sephadex IEF gels.
Meth. Mol Biol. 2008, 424, 277-286). FEine weitere Verwendung fand die Sephadex-IEF-
Vorfraktionierung bei der Vorreinigung von nativen Proteinen. In einem Gemeinschaftsprojekt mit
Michael Helm (Lehrstuhl fir Botanik TUM, WZW) konnte eine Glyoxysomale/peroxisomale Protease
nativ aufgereinigt und identifiziert werden. Die Ergebnisse wurden in PNAS publiziert (Helm M, Liick
C, et al. Dual specificities of the glyoxysomal/peroxisomal processing protease Degl5 in higher plants.

Proc Natl Acad Sei U S A 2007, 104, 11501-6.).

115



Ergebnisse und Diskussion

5.5 Vergleichende Proteomanalyse des Wildtyps ATCC13032und des Produktionsstamms
DM1730 (C. glutamicum) nach Anzucht auf MM1-Medium

Vergleichende Proteomanalysen von C. glutamicum, z.B. zwischen Wildtyp und Lysin-Produktionsstamm
konnen Aufschliisse tiber mogliche Engpisse in den Stoffwechselwegen geben, und Hinweise fir wei-
tere Strategien zur Stammoptimierung liefern. Ziel solcher Untersuchungen war der Nachweis differen-
tiell exprimierter Proteine beim Vergleich zwischen Wildtyp- und Produktionsstamm. Im Folgenden
wurde das cytosolische Proteom des C. glutamicum Wildtypstamms ATCC13032 mit dem des Produkti-
onsstamms DM1730 verglichen, der vier Punktmutationen in Enzymen des Zentralstoffwechsels sowie
des Lysin-Biosynthesewegs aufweist. Die direkten Effekte, die diese Mutationen auf die davon betrof-
fenen Proteine haben, werden als ,,primire® bezeichnet, wihrend die indirekten Effekte als ,,sekunda-
re‘“ betrachtet werden. Da die von Owishi et al. durchgefihrten Punktmutationen [59] keine Verinderung
der isoelektrischen Punkte der betroffenen Proteine bewirken, ist ihr Nachweis auf Proteomebene nicht
zu erwarten. Infolgedessen lag das Hauptinteresse der differentiellen Proteomanalyse an den sekunda-

ren Effekten, die diese Mutationen auslésen, diese konnen sehr vielschichtig sein.

5.5.1 Referenzkarte identifizierter Proteine im pH-Bereich 3.4-6.9

Im Folgenden wurden zunichst Referenzkarten aller bei ATCC13032 und DM 1730 nachweisbaren
Proteine erstellt, die die beiden Proteome, d.h., die Gesamtheit aller Proteine der beiden Stimme et-
fasst, um in spiteren Analysen die unter bestimmten physiologischen Bedingungen differentiell expri-

mierten Proteine schneller identifizieren zu konnen.

Da schitzungsweise 2/3 aller C. glutamicum Proteine isoelektrische Punkte im pH-Bereich von 3.4 bis
0.9 (siche Abbildung 5.5, hypothetisches Proteom von C. glutamicum) aufweisen, haben wir bevorzugt
diesen Bereich im 2D-Gel untersucht. Zur Proteomanalyse von C. glutamicnm ATCC13032 und
DM1730 wurden die zwei von uns fiir die Routineanalytik optimierten IPGs benutzt (Abb. 5-10), nim-
lich der IPG 3.4 - pH 5.4 sowie der IPG 4.9-6.9. Mit Hilfe dieser beiden IPGs lasst sich eine zufrieden-
stellende Auflésung des sauren bis neutralen pH-Bereichs bei vertretbarem Arbeitsaufwand erzielen.
Abbildung 5-10 zeigt, dass die Uberschneidung der beiden pH-Gradienten grofB3 genug ist, um den ge-
samten Bereich zwischen pH 3.4 und pH 6.9 abzudecken, und keine Liicke zwischen den beiden pH-

Gradienten vorhanden ist.
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Zur Proteinidentifikation wurden jeweils zwei Gele von C. glutamicum ATCC13032 und DM 1730 mit
einer Proteinbeladung von 700ug im pH-Bereich 3.4-5.4 und 4.9-6.9 angefertigt. Diese Gele wurden
mit Coomassie-Blau gefirbt, die Spots gepickt, tryptisch verdaut und mit MALDI-MS analysiert. Die

identifizierten Proteine sind in den Abbildungen 5-34 und 5-35 mit Pfeilen und Nummern kenntlich

gemacht.
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Abbildung 5-34: Referenzkarte von C. glutamicum im pH-Bereich 3.4-5.4
(Fermenteranzucht)

Die Zahlen kennzeichnen die identifizierten Proteine. Eine vollstindige Auflistung aller identifizierten Proteine befindet
sich im Anhang I.
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Abbildung 5-35: Referenzkarte C. glutamicum im pH-Bereich 4.9-6.9
(Fermenteranzucht)

Die Nummern kennzeichnen die identifizierten Proteine. Eine vollstindige Auflistung aller identifizierten Proteine befin-
det sich im Anhang I.

Im Rahmen dieser Referenzkartierung im pH-Bereich von 3.4-6.9 konnten insgesamt 265 individuelle
Proteine, insbesondere sehr viele Enzyme des Zentralstoffwechsels, als auch des L-Lysin Produktions-
weges identifiziert werden (Abb. 5-36 und 5-37): von letzteren weill man, dass die verantwortlichen
Gene (hom, pyc, zwf [59], [60]) eine Schliisselrolle in diesem Stoffwechselweg innehaben. Eine voll-
stindige Auflistung aller in diesem Projekt identifizierten Proteine findet sich im Anhang I. Durch die
Er-stellung der Referenzkarten wurden mehr Proteine identifiziert als in den bisher publizierten Arbei-
ten anderer Arbeitsgruppen [68-70]. Somit wurde eine Ausgangsbasis fiir die folgenden Projekte ge-
schaffen, bei denen unter anderem die beiden C. glutamicum Stimme ATCC13032 und DM 1730 vergli-

chen wurden.
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Abbildung 5-36: Identifizierte C. glutamicum Proteine im Bereich von pH 3.4-6.9
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Abbildung 5-37: L-Lysin Produktionsweg

Die von uns im Bereich von pH 3.4-6.9 identifizierten Proteine (Abb. 5-34 — 5.36) sind in dem Schema nach J. Kalinowski rot einge-

zeichnet.
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5.5.2 DIGE-Vergleich von C. glutamicum ATCC13032 und DM1730 auf MM1-Medium

Wie zu erwarten liel3 die vergleichende Analyse der silbergefirbten 2DE-Gele der beiden C.glutanzicum
Stimme, die sich in vier pH-neutralen Punktmutationen unterscheiden, keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den Spotmustern des Wildtypstamms ATCC13032 und des Produktionsstamms DM1730
erkennen. Da Silberfirbungen aufgrund ihres relativ engen linearen Messbereichs fir die quantitative
Gelauswertung nur mit Einschrinkungen anwendbar sind, wurde zum Nachweis und zur Quantifizie-
rung unterschiedlich exprimierter Proteine die DIGE-Technik (vgl. 4.7) angewendet. Hierzu werden die
zu vergleichenden Proteinproben vor der IEF mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gelabelt,
gemischt und gemeinsam in einem einzigen Gel aufgetrennt. Die Detektion der gelabelten Proben er-
folgt bei verschiedenen Wellenlingen. Aufgrund der hohen Sensitivitit und des grof3en linearen Mess-
bereichs bietet diese Technologie die Moglichkeit, Unterschiede in den 2D-Mustern sehr zuverldssig zu
quantifizieren. Da man zwei unterschiedliche Proben sowie zusitzlich einen internen Standard auf ei-
nem einzigen 2DE-Gel analysieren kann, ist die Reproduzierbarkeit deutlich erhéht, und aullerdem

muss man weniger 2D-Gele zur statistischen Absicherung der Ergebnisse anfertigen.

Urspriinglich war geplant, in diesem Experiment die im Rahmen des BMBF-Projektes von der Firma
Degussa zur Verfigung gestellten Proben aus der Fermenteranzucht zu vergleichen. Leider waren bei
der Probenahme unterschiedliche Entnahmezeitpunkte gewihlt worden und damit die Proben nicht
direkt vergleichbar. Aus diesem Grund wurden selbstangezogene Proben aus der Anzucht im MM1-

Medium verwendet, welches dem in der industriellen Grof3anzucht eingesetzten Medium dhnelt.

Zur Bestimmung der differentiell exprimierten Proteine von C. glutamicum ATCC13032 und DM1730
bei der Anzucht in MM1-Medium wurden 50 pg (Proteinmasse) des Wildtyps mit dem Fluorophor Cy3
und 50 pg (Proteinmasse) des Produktionsstammes mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 gelabelt. Der
interne gepoolte Standard (IPS) (50ug Proteinmasse) wurde mit dem Fluorophor Cy2 gelabelt. Es wur-
de eine Dreifachbestimmung mit biologischen Replikaten durchgefiihrt und die erhaltenen 2D-Gele mit
der Decyder 5.0 Software analysiert. Da bei den tiblicherweise verwendeten Regulationsfaktoren >2.0
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden C. glutamicum Stimmen zu Tage traten, erniedrig-
ten wir den Regulationsfaktor auf 1.3, damit ein Protein als differentiell exprimiert angesehen wurde.
Diese Anderung war insofern vertretbar, als bei einer Dreifachbestimmung die erhaltenen Werte unter
der Annahme, dass der Wert des t-Tests kleiner/gleich 0,005 (= 0,5 % falsch positive Werte) war, aus-
reichende Aussagekraft hatte. Unter zugrunde legen dieser Kriterien wurden im pH-Bereich von 3.4-5.4
vier differentiell exprimierte Proteinspots gefunden: (2x Cg0583 (fusA); Cg1337 - (hom); und Cg2560 -

(aceA)). Im pH-Bereich 4.9-6.9 waren hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
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C.glutamicum Stimmen erkennbar. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 5-38 und 5-39 und der Ta-

belle 5-10 dargestellt und werden im Folgenden niher beschrieben und diskutiert.

Nummer | Regulations- | Name des Proteins I | Masse [kDa] Nummer des Spots
des Spots faktor / Gens P auf Mastergel 3.4-5.4
1 1,32 Cg0583 - (fusA) 4.8 77.87 8
1,46 Cg0583 - (fusA) 4.8 77.87 9
3 1,34 Cg1337 - (hom) 48 40.42 64
4 - 1,57 Cg2560 - (aceA) 4.9 47.21 67

Tabelle 5-10: Differentiell exprimierte Proteine von DM1730 im Vergleich zu ATCC13032

Differentiell exprimierte Proteine im pH-Bereich 3.4-6.9. Ein positives oder negatives Vorzeichen bezeichnet eine Hoch-
bzw. Herunterregulierung des Proteins im Stamm DM1730 im Vergleich zu ATCC13032.

Identifikation mit der Vorgabe von mind. 5 gematchten Peptiden, Abweichung des theoretischen pls zum gefundenen pl
< 0.5 pH-Einheiten und Abweichung der theoretischen Masse zur gefundenen Masse < 20%

5.5.2.1 Cg0583 - (fusA) Elongations Faktor G

Der Elongationsfaktor G ist ein essentielles Protein, das die Translokation des Ribosoms von einem
Codon zum nichsten unter GTP-Hydrolyse katalysiert [107]. Des Weiteren spielt er eine Rolle im Ri-
bosomenabbau und dessen Recycling [108]. Laut Analyse mittels der DeCyder Software ist dieses Pro-

tein im Produktionsstamm DM1730 hochreguliert.

Eine mogliche Erklirung der Hochregulierung dieses Proteins beim Stamm DM1730 wire die Punkt-
mutation in lysC, bei der Threonin an Position 311 durch Isoleucin ausgetauscht wurde. Dieses Protein
katalysiert den ersten Schritt der L-Lysin Biosynthese die Phosphorylierung von L-Aspartat. Eine hohe
Konzentration von L-Lysin wirkt hemmend auf die Expression von lysC, was fiir eine gesteigerte -
Lysinproduktion negativ wire. Durch den durch die Punktmutation hervorgerufenen Wegfall der Regu-
lation von lysC wiirde dieses im Produktionsstamm verstirkt synthetisiert werden. Dies sollte eine ver-

stirkte Expression des Elongationsfaktors G mit sich bringen.

Zur verstirkten Expression des Elongationsfaktors G kénnen aber auch die anderen Punktmutationen
beitragen, die die Funktion anderer Proteine herabsetzen. Damit missten diese Proteine verstirkt
exprimiert werden, um eine ausreichende Versorgung der Zelle mit ihren jeweiligen Produkten zu ge-

wahtleisten.
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5.5.2.2 Cg1337 - (hom) Homoserin-Dehydrogenase (EC 1.1.1.3)

Das Enzym Homoserin-Dehydrogenase katalysiert die Umwandlung von L-Aspartat-Semi-Aldehyd zu
L-Homoserin. Dieses Enzym ist im Produktionsstamm DM1730 im Gegensatz zum Wildtyp hochregu-
liert. Das kénnte folgendermallen erklirt werden: Die eingefiigte Punktmutation an Position 59, bei der
Valin durch Alanin ausgetauscht wurde und somit dieses Enzym funktionsunfihig machen sollte, ist
moglicherweise eine /laky Mutation, also eine Mutation, die nicht ganz den erwarteten Resultaten ent-
spricht. Infolgedessen ist das Enzym in seiner Funktion nicht vollstindig eingeschrinkt [59]. Dies ist
auch wahrscheinlich, da fir die Zelle eine vollstindige Funktionsunttchtigkeit von Ao letal wire, wenn
wichtige Aminosduren wie z.B. L.-Methionin und L-Threonin nicht mehr synthetisiert werden kénnten.
Die Regulation der Homoserin-Dehydrogenase erfolgt durch Methionin und Threonin, wobei ein ho-
her Gehalt dieser Aminosduren eine Suppressorwirkung auf die Expression der Homoserin-
Dehydrogenase austibt. Da im Produktionsstamm IL-Methionin und L-Threonin nur eingeschrinkt
synthetisiert werden kénnen, miisste dieses Enzym entsprechend hochreguliert werden, damit genii-
gend L-Methionin und L-Threonin bereitgestellt werden kénnen. Die beobachtete Hochregulierung
stitzt somit die These, dass es sich bei der Punktmutation in der Homoserin Dehydrogenase in der Tat

um eine /eaky Mutation handelt.

5.5.2.3 Cg2560 - (aceA) Isocitrat Lyase (EC 4.1.3.1)

Die Isocitrat Lyase stellt das zweite Enzym des Glyoxylat-Bypasses im Citratzyklus dar. Es katalysiert
die Umwandlung von Isocitrat zu Succinat und Glyoxylat. Die Regulation dieses Enzyms erfolgt unter
anderem durch Phosphoenolpyruvat und Fructose-1,6-Bisphosphat [109]. Eine hohe Konzentration
von z.B. Phosphoenolpyruvat bewirkt eine Dephosphorylierung von aceA [110]. Die Herunterregulie-
rung dieses Enzyms im Produktionsstamm DM1730 ldsst sich durch die dortige Forcierung der Glyko-
lyse erkliren, bei der mehr Fructose-1,6-Bisphosphat und Phospoenolpyruvat gebildet werden, da die
Punktmutation im Protein Glukose-6-phosphat-1-dehydrogenase (zwf) die Bildung dieser Molekdle

unterstutzt.
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5.5.3 Sub-Proteome-DIGE

Trotz des Einsatzes der speziell im Rahmen dieser Arbeit entwickelten IPGs mit einem optimal ange-
passten pH-Gradientenverlauf zur Erzielung einer hohen Auflésung wurden nur drei differentiell
exprimierte Proteine detektiert (fusA, hom, aceA). Um weitere Unterschiede zu finden, fihrten wir
zusatzliche Experimente mit Hilfe der Sub-Proteom-DIGE Technik durch. Diese von uns neu entwickel-
te Methode ist eine Verbindung der DIGE-Methode und der Vorfraktionierung mit Sephadex-IEF
(sieche Kapitel 5.4) zur quantitativen Analyse differentiell exprimierter Proteine. Sie ermdglicht eine ho-
here Proteinauftragsmenge zur Detektion gering-exprimierter Proteine ohne das Gel-Image zu ,,iberla-
den®. Die Bezeichnung "Sub-Proteome" rithrt daher, dass mit der Sephadex-IEF jeweils nur ein Teil
des Gesamtproteomes analysiert wird. Hierzu werden jeweils 150 pg mit CyDyes markierte Proben mit
bis zu 10 mg unmarkierter Probe vermischt, danach eine Sephadex-IEF durchgefithrt und die einzelnen
Fraktionen anschlieBend mittels hochauflésender 2D DIGE unter Verwendung enger IPGs analysiert.
Differentiell exprimierte Proteine werden anschlieBend direkt aus den 2DE Gelen gepickt und nach
tryptischem Verdau massenspektrometrisch identifiziert. Der Arbeitsablauf ist in Abbildung 5-40

schematisch dargestellt.

Sub-Proteome DIGE

pl is 52 63 717885 10.1
i i BT T E([ Sephadex IEF
ddd 1 . A

C.g. ATCC13032 (Cy3-markiert)
+ C.g. DM1730 (CyS-maridert)
+ Cy2 interner Standard

+ unmarkierte Probe

Cy3 C.g. ATCC13032

Cy5 C.g. DM1730

Sypro Ruby Image overlay

Abbildung 5-40: Prinzip der Sub-Proteome DIGE Technologie zur priparativen Vorfraktio-
nierung nach pl.
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Bei den hier gezeigten Ergebnissen handelt es sich um einen Sub-Proteome-DIGE Versuch, bet dem

zwei Corybacterinm glutamicum Stimme verglichen wurden.

Micropreparative IPG-Dalt von C.glutamicum ATCC13032 and DM1730
Proteinen nach Sephadex-IEF Vorfraktionierung

5.0 6.0 5.0 6.0 5.0 6.0

Cy3 (ATCC13032) Cy5 (DM 1730) Image overlay (Subtraktion)

Protein / Fraktion 150 pg je CyDye markierten Proteinen (Cy2, Cy3, Cy5)

+ 2 mg unmarkierte Proteine

Abbildung 5-41: Mikropreparative 2D-DIGE von zwei C. glutamicum Stimmen im
pH-Bereich von 5.0 — 6.0

Die Abbildung 5-41 zeigt die Resultate aus dem Vergleich der beiden Corybacterium glutamicum Stimme.
Zu sehen ist links der Scan des Cy3-Kanals, in der Mitte der Scan des Cy5-Kanals, und rechts das Re-
sultat des Ubereinanderlegens der beiden Einzelkanile. Gut zu erkennen sind eine ganze Reihe von
Unterschieden, die in der Legende zu Abbildung 5-42 niher beschrieben sind. Differentiell exprimiert
wurden vor allem Proteine bzw. (Iso-) Enzyme, die in die Aminosdureproduktion und Zellteilung in-
volviert sind, aber auch stressbezogene Proteine (z.B. Superoxid-Dismutase), letztere vermutlich auf-

grund des bei der Anzucht auftretenden oxidativen Stresses.
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MALDI-MS Identifikation von unterschiedlich expremierten C. glutamicum Proteinen

C.g. ATCC13032 (Cy3-markiert) und C.g. DM1730 (Cy5-markiert)

(Iso)Enzyme involviert in der Aminosdureproduktion
actA =Cg2840 Butyryl-CoA:acetate transferase

ilvD =Cg1432 Dihydroxy-acid dehydratase

gap =Cg1791 Glyceralaldehyde-3-phosphate-DH
fda =Cg3068 Fructose-bisphosphate aldolase
metY = Cg0755 O-acylhomoserine (thiol)lyase

Stress bezogene Proteine

uspA3 = Cg3255 Universal stress protein family
psp =Cg2151 Similar to phage shock protein
sod =Cg3237 Manganese superoxid dismutase

Proteine der Zellteilung
tuf = Cg0587 Elongation factor tu
epf = Cg1825 Translation elongation factor

Image overlay

Abbildung 5-42: Identifizierte Proteine nach Sub-Proteome-DIGE von zwei C. glutamicum
Stammen im pH-Bereich von 5.0 — 6.0

Fazit

Trotz des Einsatzes speziell entwickelter, auf die Fragestellung zugeschnittener IPGs wurden zunichst
nur drei differentiell exprimierte Proteine (fus A, hom, aceA) zwischen den beiden C. glutamicum Stim-
men bei Wachstum auf MM1-Medium detektiert. Da meht Unterschiede erwartet worden waren, fitht-
ten wir detailliertere Untersuchungen mit Hilfe der Sub-Proteom-DIGE Technik durch. Hierbei konn-
ten in einer Pilotstudie im pH-Bereich von 5-6 erheblich mehr unterschiedlich exprimierte Proteine
bzw. Proteinisoformen gefunden werden (siche Abbildung 5-42). Leider war es aus Zeitgriinden nicht
moglich, weitere Untersuchungen zu dieser Thematik durchzuftihren. Die neu entwickelte Methode der
Sub-Proteom-DIGE ermdglicht die Durchfihrung einer differentiellen Proteomanalyse unter Kombi-
nation der Vorteile der Sephadex-IEF (d.h. hoheres Auflésungsvermogen, Nachweis niedrig-
abundanter Proteine sowie bessere MALDI-MS Identifikationen durch Vorfraktionierung) mit den

Vorteilen der DIGE-Technologie (d.h. bessere Quantifizierbarkeit und héhere Reproduzierbarkeit).
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5.6 Vergleichende Proteomanalyse von C. glutamicum ATCC13032 nach Anzucht in Voll-
medium und Minimalmedium

Da es bis dato noch keine differentielle Proteomanalyse von C. glutamicum ATCC13032 unter verschie-
denen Wachstumsbedingungen gab, wurde ein Mediumsvergleich durchgefiihrt. Durch Anzucht von C.

giutamicum ATCC13032 in Vollmedium (BHI-Medium) bzw. einem Minimalmedium (MM1) missten

sehr viele Proteine differentiell exprimiert werden.

Zur Bestimmung der unterschiedlich exprimierten Proteine von C. glutamicum ATCC13032 bei der ver-
gleichenden Anzucht in BHI- und MM1-Medium wurden 50 pg (Proteinmasse) der Anzucht im BHI-
Medium mit Cy3 und 50 ug (Proteinmasse) der Anzucht in MM1-Medium mit Cy5 gelabelt. Der IPS
(50ug Proteinmasse) wurde Cy2 gelabelt. Es wurde wiederum eine Dreifachbestimmung mit biologi-
schen Replikaten durchgefiihrt, und die erhaltenen Spotmuster mit der Decyder 5.0 Software analysiert.
Ein Protein wurde als differentiell exprimiert angesehen, wenn der Regulationsfaktor einen Betrag von
2.0 uberschritt und der Wert des t-Tests kleiner/gleich 0.005 war. Da bei einer ersten Analyse der Da-
ten, wie erwartet, sehr viele Unterschiede zu erkennen waren (mehr als 35% aller Proteine), wurde der
Schwellenwert der Regulation auf 2.5 hochgesetzt. Da es, wie bereits erwihnt, primir darum ging, das
Potential der Methode auszutesten, wurden in dieser Pilotstudie nur die am stirksten regulierten Prote-
ine zur Verifizierung des methodischen Ansatzes betrachtet. In dem analysierten pH-Bereich 3.4 -6.9
erfullten insgesamt 11 Spots die o.g. Kriterien. Die in den Abbildungen 5-43 bis 5-46 und den Tabellen

5-11 und 5-12 dargestellten Ergebnisse zeigen die am stirksten regulierten Proteine.

Nummer des
Nummer des | Regulations- | Name des Proteins / Spots auf
Spots faktor Gens pl | Masse [kDa] Mastergel 3.4-
5.4
Cg3119 - (cys])- Probable
! 8,67 Sulfite Reductase 49 o011 47
5 12,64 Cg3323 - Myo-inositol-1- 47 3991 91
phosphate synthase
Cg0203 - (iolE)-
3 4,96 phosphate isom- 5.0 35.51 122
erases/epimerase

Tabelle 5-11: Differentiell exprimierte C. glutamicum Proteine im pH-Bereich 3.4 - 5.4 nach
Anzucht im Voll- (BHI) bzw. Minimalmedium (MM1)

Differentiell exprimierte Proteine im pH-Bereich 3,4 - 5,4. Ein positives oder negatives Vorzeichen bezeichnet eine Hoch-
bzw. Herunterregulierung des Proteins im BHI-Medium im Vergleich zum MM1-Medium mit der Vorgabe von mind. 5
gematchten Peptiden, Abweichung des theoretischen pls zum gefundenen pl < 0.5 pH-Einheiten und Abweichung der
theoretischen Masse zur gefundenen Masse < 20%.
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Nummer des
Nummer des | Regulati- . Masse Spots auf
Spots onsfaktor INERCC I D S ) [kDa] Mastergel
4.9-6.9
1 3,08 Cg0310 - (katA) -Catalase 5,2 58,69 0
5 2,82 Cg3118 - (cysl) - Sulfite Re- 5,5 62,98 16
ductase
Cg0755 - (metY) - O-
3 -4,82 Acetylhomoserine (Thiol)- 5,1 46,73 41
Lyase
Cg0779 - (trpS) - Tryptopha-
4 2,85 nyl-tRNA synthetase > 37,81 67
5 27 Cg1215' - (nadC) - Nicotinate- 52 29,36 70
nucleotide pyrophosphorylase
6 6.07 Cg2214 - Predicted Fe-S- 6.1 40,01 49
cluster redox enzyme
Cg0556 - (ubiE) - Methylase
7 2,67 _ dovolvedin 6,2 25,23 91
ubiquinone/menaquinone
biosynthesis
8 2,54 €g0572 - (pl]) - 505 Ribo- | 5 ¢ 17,94 102
somal protein L.10

Tabelle 5-12: Differentiell exprimierte C. glutamicum Proteine im pH-Bereich 4.9 — 6.9 nach
Anzucht im Voll- (BHI) bzw. Minimalmedium (MM1).

Differentiell exprimierte Proteine im pH-Bereich 4.9 — 6.9. Ein positives oder negatives Vorzeichen bezeichnet eine Hoch-
bzw. Herunterregulierung des Proteins im BHI-Medium im Vergleich zum MM1-Medium mit der Vorgabe von mind. 5
gematchten Peptiden, Abweichung des theoretischen pls zum gefundenen pl < 0.5 pH-Einheiten und Abweichung der

theoretischen Masse zur gefundenen Masse < 20%.

5.6.1 Cg3119 - (cys]) Probable Sulfite Reductase (Flavoprotein) (EC 1.8.1.2)

Das Protein cys] stellt die a-Untereinheit einer Sulfit-Reduktase dar. Diese Untereinheit bindet je ein
FAD und FMN. Das FAD erhilt von NADPH die benétigten Elektronen, wihrend diese dann von
FAD auf FMN tbertragen werden. SchlieSlich werden diese Elektronen auf cysl tbertragen. Allerdings
konnen diese Elektronen auch auf freie Flavine tbertragen werden [111-116]. Dieses Protein ist an der
Biosynthese von Selenaminosduren und im Schwefelmetabolimus beteiligt (Abbildung 5-47 und 5-48).
Die Herunterregulierung dieses Proteins im BHI-Medium lasst sich dadurch erkliren, dass in diesem
Vollmedium L-Methionin zur Verfugung steht, welches den Transkriptionsrepressor McbR aktiviert
[117]. Die a-Untereinheit von cys] wird dreimal so stark herunterreguliert wie die B-Untereinheit (cysl),
obwohl durch die «-8,3-4 Strukur [111] nur eine doppelt so starke Herunteregulierung zu erwarten ge-

wesen ware.
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Abbildung 5-47: Biosyntheseweg der Selenaminosiuren

Abbildung aus der , KEGG PATHWAY Database® [118] unter Beteiligung von Cys] (rot markiert).

I SULFUE. METABCGLISM : REDUC TION AND FIXATION
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