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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Lipidtransferproteine

Lipidtransferproteine (LTP) verdanken ihren Namen ihrer Fahigkeit in vitro Lipide zu binden
und transportieren zu konnen. Mehrere LTP sind aus Pflanzen aber auch aus Tieren, Hefen und
Bakterien bekannt und isoliert worden (Han et al. 2001). Die Gruppe der pflanzlichen un-
spezifischen LTP sind mit 90 bis 95 Aminosdure kleine Molekiile, die je nach ihrem Molekular-
gewicht in zwei Untergruppen (LTP1 und LTP2) geordnet werden: Molekiile der Gruppe LTP1
weisen ein Molekulargewicht von 9 kDa und die von der Gruppe LTP2 von 7 kDa auf (Douliez
et al. 2001). Sie wurden bereits in verschiedenen Pflanzen isoliert und sequenziert. Alle unter-
suchten Pflanzen-LTP weisen 8 Cystein-Aminosduren auf, die in 4 Disulfidbriicken involviert
sind. lhre sekundére Struktur zeigen typische a-Helices und ein N-Terminus mit einem
hydrophoben Stiick (Kader 1996). Chemisch weisen sie die Besonderheit auf, sowohl gegeniiber
Hitze als auch Saure und anderen denaturierenden Chemikalien sowie Protease resistent zu sein
(Hincha et al. 2001). LTP sind auch als Hauptallergen in pflanzlichen Kost fiir Menschen
bekannt (Diaz-Perales et al. 2000). Es wird vermutet, dass LTP bei der Kutin-Biosynthese
(Kader 1997) eine Rolle spielt. Fiir die Pathogenabwehr (Garcia-Olmedo et al. 1995), aber auch
bei Umweltverdnderungen und anderen Stressfaktoren (Yubero-Serrano et al. 2003) und bei der

Embryogenese (Coutos-Thevenot et al. 1993) werden LTP von der Pflanze verstéirkt exprimiert.

1.2. WAXO9-Proteine

Ein in vitro Frostschutz gewihrleistendes Protein genannt Cryoprotectin wurde aus Bléttern von
gehérteten Kohlpflanzen (Brassica oleracea) isoliert und identifiziert (Sieg et al. 1996). Spater
wurde nach Sequenzierung das Cryoprotectin, ein Vertreter der WAX9-Proteingruppe, als
Lipidtransferprotein erkannt (Hincha et al. 2001). Dabei wurden mehrere Isoformen der WAX9-

Proteine (Wax associated Proteins) in dem gereinigten Cryoprotectin identifiziert.

1.2.1. Frostschutz

Kalte schiadigt Pflanzen entweder durch die Erniedrigung der Temperatur oder durch eine bei
Frost auftretende Eiskristallbildung in den Geweben. Bei Temperaturen unter dem Gefrierpunkt
friert erst das apoplastische Wasser, das hypoosmotisch zu Protoplasma ist, ein. Die Abnahme
des Wasserpotentials im Apoplast wird durch Wassereinstrom aus dem Zytoplasma ausge-
glichen. Es erfolgt eine Konzentrierung der gelosten Stoffe im Zytoplasma, die bis zu einer im
Extremfall starken Entwisserung fithren kann (Hincha et al. 1996). Heber und Kempfle konnten
bereits 1970 zeigen, dass bestimmte Pflanzenproteine in vitro isolierte Thylakoidmembranen
vor Gefrierschdden schiitzen konnen. Das von Sieg et al. (1996) aus dem Kohl isolierte Protein

Cryoprotectin ist in der Lage in vitro Thylakoidmembrane vor Gefrierschdden zu schiitzen. Es
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wird vermutet, dass die Frostschutzwirkung zu Stande kommt, in dem das Cryoprotectin an die
Membrane bindet und infolgedessen deren Permeabilitdt herabsetzt (Sror et al. 2003). Auf
dieser Weise wird der Einstrom von geldsten Stoffen aus dem Apoplast zum Protoplast bei dem
Gefriervorgang reduziert und die Zellkomparmentierung wird erhalten (Hincha et al. 1990).

1.3. Uberexpression von WAX9-Proteinen

Damit die zu untersuchenden Proteine ndher charakterisiert und getestet werden kdnnen, miissen
sie moglichst in groBen Mengen exprimiert werden. Fiir die Uberexpression von heterologen
Proteinen stehen eukaryotische sowie prokaryotische Systeme zur Verfiigung. Bei der Wahl
eines Expressionssystems werden verschiedene Kriterien in Betracht gezogen. Die Kultivierung
der Wirtsorganismen sollte mdglichst einfach und mit der vorhandenen Laborausstattung mog-
lich sein. Neben der nétigen groflen Expressionsmengen ist die Moglichkeit der Aufreinigung
der rekombinanten Proteine auch erwiinscht. Wichtig bei der Uberexpression ist der Anteil des
gesuchten Proteins am Gesamtprotein in der Zelle. Die zelleigenen Proteine kommen je nach
Stirke ihrer Promotoren in verschiedenen Mengen vor. Fiir eine reiche Proteinexpression sollte
ein so genannter starker und induzierbarer Promotor ausgewiahlt werden. Dariiber hinaus ist eine

eindeutige Resistenz notwendig, um die Transformanten selektieren zu kdnnen.

1.3.1. Prokaryotisches Uberexpressionssystem

Bakterielle Expressionssyteme sind einfach zu handhaben und wurden im ersten Stadium der
Uberexpression und Charakterisierung der WAX9-Proteine ausgewihlt (Schilling 2003). Dabei
wurden die Escherichia coli (E. coli) Expressionswirtszellen Origami(DE3)pLysS (Novagen)
und der Vektor pET32a(+) (Novagen) mit dem starken T7 lac-Promotor verwendet. Zur in vitro
Induktion wurde das kiinstliche Analogon IPTG (Isopropyl-B-thiogalactopyranosid) benutzt.
Die iiberexprimierten Proteine wurden in ,,inclusion bodies in der bakteriellen Zelle ange-
reichert. Diese unldslichen Einschlusskorper, die aus Aggregaten denaturierter, liberexprimierter
Proteine bestehen, mussten am Ende der Induktionszeit per Ultraschall zerstort werden. Um die
Loslichkeit der in den Einschlusskdrper angereicherten Proteine zu erhdhen, wurden ein
Fusionsteil mitexprimiert. Der Fusionsteil bestand aus einem S-tag, aus einem His-tag und aus
einem Trx-tag. Der His-tag, der aus sechs Histidinen besteht hat eine hohe Affinitit zu
zweiwertigen Metallionen und ermoglicht eine Aufreinigung der rekombinanten Proteine
mittels z.B. Nickel-Agarose-Affinitdtschromatographie. Dariiber hinaus ist das Thioredoxin A
im Zytoplasma von E. coli gut 16slich, so dass die Loslichkeit des gesamten Fusionsproteins
erhoht wird. Eine Enterokinase wurde dann angesetzt um diesen Fusionsteil zu entfernen.
WAXO9-Proteine ohne Fusionsteil neigen zu prézipitieren (Schilling 2003), infolgedessen
wurden die in vitro mit den in E. coli iiberexprimierten WAX9-Proteine durchgefiihrten
Experimenten modifiziert. Der Lipidtransfertest sowie der Frostschutztest wurden mit den
Fusionsproteinen angesetzt. Das Enzym Enterokinase, das den Fusionsteil von dem eigentlichen
WAXO9-Protein abspalten sollte, wurde zu den Testansdtzen zugegeben. Eine 3stiindige
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Inkubationszeit bei 4 °C sollte die komplette Spaltung der Fusionsproteine gewahrleisten.

Danach wurden die Frostschutz- sowie Lipidtransferexperimente wie in dieser Arbeit
beschrieben durchgefiihrt.

Mehrere Kritikpunkte an diese Versuchsbedingungen mochte ich hier dulern:

a)

b)

d)

Nach Zentrifugation der induzierten Bakterienkultur wurde das gesamte Sediment
weiter verarbeitet und getestet. Dabei konnte keine genaue Proteinkonzentrations-
bestimmung gewdéhrleistet werden. Infolgedessen konnte weder fiir den Frostschutz-
effekt noch fiir den Lipidtransfertest eine Konzentrationsabhingigkeit der Protein-
aktivititen ermittelt werden.

Das verwendete Enzym Enterokinase wird in einem Puffer mit 50% Anteil (v/v)
Glycerin geliefert und gelagert. Glycerin wird haufig als Kryoprotektant verwendet und
konnte infolgedessen die Messungen der Frostschutzexperimente verfalschen.

Die Feststellung einer kompletten enzymatischen Spaltung mit der Enterokinase d.h. der
Entfernung des Fusionsteils bei allen WAX9-Molekiilen kann nicht gesichert werden.
Die Experimente konnten sowohl mit WAX9-Proteinen als auch mit einem Gemisch an
WAX9-Proteine und Fusions-WAX9-Proteine durchgefiihrt worden sein. AuBerdem
befanden sich die nach enzymatischer Spaltung mit der Enterokinase entfernten
Fusionsteile weiterhin in den Testansdtzen und konnten nicht eliminiert werden. Die

Ergebnisse der Experimente konnten von diesen Fusionsteilen beeinflusst worden sein.

Nach Abspaltung des Fusionsteils fielen verschiedenen WAX9-Proteine aus. Dieser
Mangel an Loslichkeit stellte weiterhin eine Unsicherheit bei dem Ablauf und fiir die

Ergebnisse der Experimente dar.

Mogliche posttranslationale Modifikationen wie z. B. die Glykosylierung oder Phos-
phorylierung, die in planta gewahrleisten werden konnen, konnten die Funktionalitdt
der WAX9-Proteine beeinflussen. Heterologe Proteine konnen in E. coli nicht posttrans-
lational modifiziert werden, was die Eignung des prokaryotischen Expressionssystems

fiir die Uberexpression von WAX9-Proteinen in Frage stellt.

Aus diesen Griinden wurde fiir diese Arbeit ein anderes Expressionssystem ausgewahlt.
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1.3.2. Eukaryotisches Uberexpressionssystem

Neben der heterologen Genexpression in Prokaryoten wie E. coli nimmt die Bedeutung der
eukaryotischen Expressionsysteme wie Hefen und Pilze zur Produktion von heterologen
Proteinen in groBem Mafstab zu. Insbesondere die in vivo Faltung, proteolytische Aufarbeitung,
die Moglichkeit der Sekretion, sowie die posttranslationalen Modifikationen machen die Ex-
pression in Eukaryoten wie Hefen attraktiv. Pichia pastoris besitzt neben andere Hefearten wie
Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe die oben genannten Vorteile eines
eukaryotischen Expressionssystemes und erreicht Expressionsleistungen, die mit pro-
karyotischen Expressionssysteme vergleichbar sind (Higgins and Cregg 1998). Die
methylotrophe Hefe Pichia pastoris kann mit Methanol als einziger C-Quelle {iberleben. Damit
verbunden ist die Oxidation von Methanol zu Formaldehyd in der Zelle. Diese Reaktion findet
in einem speziellen Zellorganell, dem Peroxisom statt und wird von einer Alkoholoxidase
(AOX1) katalysiert. Die Affinitit von AOX1 zu Methanol ist schwach, zur Kompensation muss
die Hefe das Enzym in groBen Mengen produzieren. AOX1 ist bei Verfligbarkeit von z. B.
Glukose oder Glycerin nur marginal in der Zelle vorhanden, kann jedoch mit Methanol als
einziger C-Quelle bis zu 30 % des Gesamtzell-Proteins ausmachen. Deshalb wurde der
Promotor AOXI1, der die Expression dieses Enzyms reguliert, verwendet, um heterologe
Proteine zu exprimieren. Durch die Entdeckung des in Pro- sowie in Eukaryoten exprimierbaren
Resistenzgens aus Streptoalloteichuns hindustanus (Sh ble) gegen Zeocin™, einen Vertreter der
Familie der Bleomycine, welcher sowohl fiir Pro- als auch Eukaryoten letal wirkt, konnte ein

kleines Plasmid zur Proteinexpression entwickelt werden (Higgins and Cregg 1998).

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Vorteile wie die preiswerte Handhabung oder einfache Transformation waren in der ersten
Phase der Charakterisierung von WAXO9-Proteinen entscheidend bei der Wahl des Wirt-
organismus E. coli (Schilling 2003). Doch die Methode brachte mehrere Nachteile mit sich
(siche 1.3.1). Fiir genauere Messungen in vitro der Lipidtransferaktivitit sowie der
kryoprotektiven Féhigkeit der WAX9D- und WAXO9E-Proteine miissten ausreichende und
quantifizierbare Proteinmengen iiberexprimiert werden. Mogliche posttranslationale Modi-
fikationen, die fiir die Funktionalitit der Molekiile wichtig sein konnte, sollten gewahrleistet
werden. Dariiber hinaus waren eine effiziente Aufreinigung und die Moglichkeit einer langeren
Lagerung der liberexprimierten Proteine erwiinscht.

Diese Anforderungen wurden das Ziel der hier vorliegenden Arbeit.

Es wurden die eukaryotische Wirtszelle Pichia pastoris und das Expressionsvektor pPICZa A
fiir die Uberexpression von WAX9D- und WAX9E-Proteinen ausgewihlt. Nach Optimierung
der Kultur- und Expressionsbedingungen, konnten gréfere Mengen an heterologen Proteinen

iiberexprimiert und geerntet werden. Nach Ausfillung mit Ammoniumsulfat konnten die



Einleitung

Proteinsuspensionen gesammelt und iiber mehrere Wochen gelagert werden. Mit Hilfe der
Ionenaustausch-Chromatographie wurden die iiberexprimierten Proteinproben aufgetrennt.
Proteinkonzentrationen wurden in WAXO9-Proteinenthaltenden Elutionsfraktionen parallel zu
der Durchfilhrung der Lipidtransferaktivitits- sowie der Frostschutzaktivitidtsexperimenten
bestimmt. Darauthin konnten Konzentrationsabhéngigkeiten der Proteinaktivititen ermittelt

werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Hefestamm

Es wurde der Pichia pastoris Wildtyp X33-Stamm verwendet. Dieser Stamm wurde von der
Firma Invitrogen bezogen und die transformierten Stimme wurden freundlicherweise von Herrn

Dr. C. K6hn zur Verfiigung gestellt.

2.1.2. Expressionsvektor

Der hier fiir die Proteiniiberexpression verwendete Vektor pPICZa A wurde von der Firma

Invitrogen bezogen (Vektorkarte im Anhang).

2.1.3. Verwendete Wax9-Gene

Tab. 2.1: Verwendete Wax9-Gene

Gen Acc. No. (NCBI) Referenz
Wax9D L33907 Pyee and Kolattukudy (1995)
Wax9E AF093751 Hincha et al. (2001)

Die Wax9D- und Wax9E-Gene wurden ohne ihre 75 bp-grofen Leadersequenz in der
multicloning site zwischen den Restriktionstellen Xhol und Xbal des Vektors pPICZa A
kloniert. Direkt nach dem Insert befinden sich ein Stopkodon und davor der a-Faktor, der die
Sekretion des heterologen Protein in dem umgebenden Medium ermdglicht. Die Stadmme
wurden nach der Einleitung des Transformationskits der Firma Invitrogen transformiert, so dass
der Insert direkt hinter dem Promotor 5'Paox1 und vor dem TT-Box (transcription termination
region) lag. Ein anderer X33-Stamm, der mit dem Vektor pPICZa A ohne Insert transformiert

wurde, diente in dieser Arbeit als Kontrolle.
2.1.4. Pflanzenmaterial

2.14.1. Spinatpflanzen

Die Spinatpflanzen (Spinacia oleracea L. cv. Monnopa) wurden aus Saatgut der Firma Julius
Wagner GmbH gezogen.
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2.1.4.2. Wirsingkohl

Das Saatgut von den verwendeten Wirsingkohlpflanzen (Brassica oleracea convar. Capitata
var. Sabauda L. cv. Tasmania) stammt aus der Firma Syngente Agro GmbH.

2.1.5. Antikorper

Tab. 2.2:  Auflistung der verwendeten Antikérper

Antikorper Herkunft
Polyclonal Anti-Wax9 Hincha
70-6515 Goat Anti-Rabbit [gG (H+L)-HRP Bio-Rad

2.1.6. GroBenstandards: Proteinmarker

Der in dieser Arbeit verwendete Proteinmarker Mark 12™ Unstained Standard wurde
von der Firma Invitrogen bezogen.

200 kDa
116.3 kDa
97.4 kDa

66.3 kDa
55.4 kDa

ERUN

36.5 kDa
31 kDa

21.5 kDa
14.4 kDa

6 kDa

3.5 kDa
2.5 kDa

TN
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2.1.7. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem, Fluka, Merck, Roth, Serva

oder Sigma bezogen.

2.1.8. Gerite und Apparaturen

Es wurden die {iblichen Laborgerite von verschiedenen Herstellern verwendet.

2.1.9. Verbrauchsmaterial

Tab. 2.3: Verbrauchsmaterial

Material Firma
Gelfiltration-NAP™S5-Saule Amersham
Gelfiltration-PD 10-Saule Amersham
Kationenaustauschermatrix CM 52 Whatman
Mikrohédmatokritkapillaren Brand
Nitrocellulose-Membrane Amersham

2.1.10. Kommerzielle Kits

Tab. 2.4: Auflistung der verwendeten kommerziellen Kits

Kit Herkunft
NanoOrange® Molecular Probes
Roti®-Quant Carl Roth

Silver Staining Kit Serva

2.2. Methoden

2.2.1. Zusammenfassung der verwendeten Methoden bei der Aufreinigung der
WAXO9-Proteine

Die Abb. 2.1 stellt die Arbeitsschritte, die bei der Aufreinigung der Hefeproteinlésung nach
Uberexpression durchgefiihrt wurden. Dabei ist zu beobachten, dass 1 Liter ausgefillte Hefe-

proteinlosung zu 4 mL WAX9-Proteinlosung aufkonzentriert wurde.
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1 Liter / fnsatz
WAXOD- und WAXOE-{Therexpression n Pickia postoris
300 rpmy 72 Stunden, 30 °C,

v Q e
l

12000 g, 30 Mimter, 4 °C

Zentrifugation der Hefesuspension @ 4z 250 mL

Hefezellenpellets

Proteinausfillung l l

mat 60 % Sathgung (390 g/ L) &mmoruumsulfat _ Autaklavierung
l und | oder l
Lagerung —
42 250 mL
Iehrere Wochen

4 °C

Gelfiltration

4x2mL
4z 35 ml
Gelfiltration
Tonenaustauschichromatografie 14 mL

Experimente

Abb. 2.1 Zusammenfassung der verwendeten Methoden
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2.2.2. Pflanzenanzucht
2.2.2.1. Spinatpflanzen (Spinacia oleracea)

Die Spinatpflanzen wurden in Pflanzenschalen ausgesit und bei 25 °C am Tag und 15 °C in der
Nacht sowie einem Lichtregime von 14 Stunden Helligkeit (150 umol quanta m?-s™) und
10 Stunden Dunkelheit angezogen.

2.2.2.2. Wirsingkohl (Brassica oleracea)

Es wurden Kohlsamen gesit und fiir drei Wochen unter der in 2.2.2.1 beschriebenen Anzuchtbe-
dingungen im Gewaichshaus gezogen. Nach drei Wochen wurden die jungen Pflanzen ins Frei-

land pikiert. Die Ernte erfolgte im Winter, nachdem die Kohlpflanzen gehértet wurden.

2.2.3. Hefekulturen

Die Hefen Pichia pastoris wurden direkt aus einem bei -70 °C gelagerten Glycerinstock auf
festem YPD Agar-Medium (Tab. 2.5) gestrichen und ii. N. bei 30 °C inkubiert. Die Petri-
Schalen wurden dann bei 4 °C autbewahrt. Alle zwei Wochen wurden die Hefekolonien erneut
ausplattiert, da sie bei 4 °C weiter wachsen. Aus diesen Agar-Kulturen konnten fliissige
Kulturen angesetzt werden. Fiir Vorkulturen wurden 25 mL BMGY-Medium mit einer Hefe-
kolonie angeimpft und ii. N. bei 30 °C bei 300 rpm geschiittelt. Das Selektionsantibiotikum

Zeocin™ (Invitrogen) wurde zu jeder Fliissigkultur zugegeben. Die Endkonzentration betrug 25
-1
pg -ml,

Tab. 2.5: Kulturmedien
YPD (Yeast Extract Peptone) BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium)

BMMY (Buffered Methanol complex-Medium

10 g Hefeextrakt 10 g Hefeextrakt

20 g Peptone 20 g Peptone

100 mL 10x Dextrose 100 mL 1 M Kalium Phosphat* Puffer pH 6,0
20 g Agar 3,4 g Yeast Nitrogen Base

mit A. bidest. ad 1 L 2 mL 500x Biotin*

100 mL 10x Glycerin* (fiir den BMGY) oder
100 mL 10x Methanol* (fiir den BMMY)
mit A. bidest.ad 1 L

Die Losungen (¥):

10x Dextrose: 20%ige Dextroselosung in A. bidest

1 L 1 M Kalium Phosphat Puffer pH 6,0 wird aus 132 mL von einer 1 M K,HPO, Lésung und
868 mL einer 1 M KH,PO, zusammengestellt

500x Biotin: 20 mg Biotin / 100 mL A. bidest

10x Glycerin: 10 % (v/v) wasserfreies Glycerin in A. bidest

10x Methanol: 5% (v/v) Methanol in A. bidest

-10 -
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Die Methanol-, Biotin-, Yeast Nitrogen Base-Losungen wurden steril filtriert. Alle anderen
Medien wurden bei 121 °C fiir 20 Minuten autoklaviert.

2.2.3.1. Proteiniiberexpression in Pichia pastoris

Es wurde Vorkulturen ii.N. in 25 mL BMGY-Medium mit einer Hefekolonie angeimpft und bei
30 °C und 300 rpm geschiittelt. Fiir die Proteinexpression wurden das gesamte Volumen der
25 mL-Ubernachkultur in 1 L BMMY-Medium in einem 2L-Erlenmeyerkolben iiberimpft und
erneut bei 30 °C und 300 rpm geschiittelt. Um eine gute Luftzufuhr zu gewahrleisten, wurden
die Erlenmeyerkolben mit einer sterilen Gaze verschlossen. Die Luftzufuhr ist eine wichtige
Uberexpressionsvoraussetzung da das Enzym AOX1 eine schwache Affinitit zu seinem zweiten
Substrat dem Sauerstoff hat, so dass die Sauerstoffzufuhr fiir die Uberexpression einen
begrenzenden Faktor darstellt. Die Zellen wuchsen 72 Stunden lang, wobei alle 24 Stunden

100 mL einer 5%igen Methanol-Losung in der 1-litergroBen Fliissigkultur zugegeben wurde.

2.2.4. Proteinanalyse
2.2.4.1. Quantitative Proteinbestimmung
2.24.1.1. Colorimetrische Proteinbestimmung

Die Methode nach Bradford (1976) wurde fiir die Bestimmung der Proteingehalte der Kohlex-
trakte verwendet. Es wurde 10 pL der Probe mit 790 uL. Wasser und 200 pL der Losung Roti®-
Quant gemischt. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben photo-
metrisch bei 595 nm gemessen. Der Nullwert wurde mit 10 uL. Wasser anstatt 10 pL. Probe
ermittelt. Eine Eichreihe wurde mit Rinderserumalbumin mit Konzentrationen zwischen 2 und
20 pg - mL "' in Probenpuffer hergestellt. Die Konzentrationen der Proben wurden anhand der

Eichgerade ermittelt.

2.2.4.1.2. Fluoreszenzproteinbestimmung mit dem Kit NanoOrange®

Die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) erwies sich fiir WAX9-Proteine ungeeignet, da
der enthaltene Farbstoff Coomassie Blue G-250 hauptséchlich an basische Aminosiuren bindet
(miindliche Mitteilung von C. Ko6hn). Die Proteinkonzentration der iiberexprimierten WAX9-

Proteine in den Fraktionen wurde mit dem kommerziellen Kit NanoOrange® bestimmt.

Ein Volumen von 50 pL der zu bestimmenden Proteinprobe wurde mit 2,45 mL NanoOrange-
Losung gemischt. Die NanoOrange-Losung besteht aus 4,9 puL gelieferten Solution A, 245 uL
Solution B und 2,2 mL destilliertes Wasser. Um die Herstellung der Verdiinnungen zu
erleichtern und Pipettierfehler zu minimieren, wurde erst eine NanoOrange-Stammldsung her-
gestellt. Es wurde 5 mL Losung B mit 45 mL destillierten Wasser verdiinnt. Zu dieser Mischung
wurde 100 pL der Solution A zugegeben. Diese Menge ermoglichte die Bestimmung von ca. 20
Proteinproben. Nach 10 Minuten Inkubation der gemischten Proben bei 90-96 °C ohne Licht

-11 -
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wurden die Fluoreszenzwerte in einem Fluorometer gemessen. Die Anregungswellenldnge
betrug 485 nm und die Emission wurde bei 590 nm gemessen. Eine Eichreihe mit Rinder-
serumalbumin wurde mit Konzentrationen zwischen 1 und 10 pg- mL"' NanoOrange-Losung

angesetzt. Die Konzentrationen der Proben wurden anhand der ermittelten Eichkurve bestimmt.

2.2.4.1.3. UV-Proteinbestimmung

Bei der Wellenldnge von 280 nm absorbieren die aromatischen Aminosduren Tryptophan,
Tyrosin und in geringerem MaB Phenylalanin. Proteinkonzentrationen von 0,02 bis 3 mg - mL
konnen mit dieser Methode ermittelt werden, da Proteine die entsprechenden Aminosduren
enthalten. Diese Methode wurde in dieser Arbeit eingesetzt um die Proteinkonzentrationen der
verschiedenen Fraktionen bei der graduellen Elution der Proben aus dem Kationenaustauscher
zu bestimmen. Ein UV-Detektor war hinter der Kationenaustauscher-Sdule geschaltet. Der
Ausgangsschlauch der Séule fiihrte die Proben direkt zum Detektor, so dass die Proteinkon-
zentrationen nach der Auftrennung kontinuierlich ermittelt werden konnten. Der am UV-

Detektor angeschlossene Schreiber zeichnete den Elutionsverlauf auf (sieche Abb. 2.4, Seite 19).

Konzentrationsaquivalente

Um Proteinkonzentrationswerte der verschiedenen Fraktionen zu ermitteln, wurde ein
Chromatogramm mit einer Rinderserumalbuminlésung (825 pg - mL™") mit dem UV-Detektor
erstellt. Mit Hilfe von Dreisatzrechnungen konnten die Proteinkonzentrationsidquivalente der

Fraktionen bzw. Proben errechnet werden.

Spannung/ mV A A Extinktion (280 nm)
77 Mt | 0,542
5 _ 0271
0— — 0
| 1 | | .
f T T f —>
0 5 10 15 20 Volumen/ml

Abb. 2.2: Rinderserumalbuminsiquivalent-Chromatogramm

Das Signalsidquivalent einer Rinderserumalbuminlésung mit einer Konzentration
von 825 ug-mL' wurde mit dem UV-Detektor gemessen. Es wurde die
Extinktion bei 280 nm in einem Spektralphotometer gemessen, sie betrug 0,542.
Die Durchflussrate betrug ca. 1 mL - min™, die Geschwindigkeit des Schreibers

.1
2 mm - min .

-12 -
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Eine Konzentration von 825 pg-mL™ Rinderserumalbumin ergab auf dem aufgezeichneten
Chromatogramm eine Spannung von 10 mV. Diese Losung hatte eine Extinktion von 0,542 bei

der Wellenlidnge 280 nm.
Fallbeispiel fur die Ermittlung der Rinderserumalbumin-Konzentrationséaquivalente.

Die Abb. 2.3 stellt ein Elutionschromatogramm der WAX9D-Probe, deren Frostschutzaktivitét

gemessen wurde dar.

Spannung [mV] 4
15,25 |- — E_2,J*\
15—t &
i _‘ 3
- I3
fifi-\
Frift
10+— E'llf__r ;_.,\7_. S
1
[—_— H\,\54 [
T | —
it
5] __3_*‘_4'4‘:1['"_ N
I | !
T 1! ‘ I~
- |
0 | : |I I] [ .
0 5 10

L Elutionszeit [min]

Abb. 2.3: Elutionschromatogramm der Probe WAX9D

Die Durchflussrate betrug ca. 1 mL - min™'. Der Schreiber hatte eine Geschwindig-
keit von 2 mm - min™'. Die schwarzen senkrechten Markierungen verzeichnen die

Grenzen der 4 gesammelten 1 mL grofen Fraktionen (E1, E2, E3 und E4).

Es wurde 4 Fraktionen (E1, E2, E3 und E4) gesammelt. Fiir jede Fraktion wurde ein Span-
nungsmittelwert ermittelt. Im Falle von der Fraktion E2 betrugen die Fraktionsgrenzenpunkte
jeweils 14 und 16,5 mV, was einen Mittelwert von 15,25 mV bildet. Anhand dieser mittleren
Spannung wurde das Proteinkonzentrationsidquivalent errechnet. Eine konstante Durchflussrate
konnte durch die Proteiniiberladung der Kationenaustauscher-Saule nicht gewahrleistet werden.
Die Durchflussrate schwankte und betrug nicht immer 1 mL - min”, was hier durch die
unterschiedlichen Breiten der Fraktionsflichen illustriert wird. Infolgedessen wurde fiir die
x-Achse die Einheit Elutionszeit in Minuten ausgewéhlt. Eine Spannung von 15,25 mV ent-
spricht einer Konzentration von 15,25 x (825 / 10) = 1258 ug - mL™"' BSA-Aquivalent, was einer
Extinktion von 15,25 x (0,542 / 10) = 0,827 entspricht.

- 13-
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Korrekturen der Messungen

Die abgelesenen Spannungswerte und die Einteilungen der Fraktionen sind relativ zu be-
trachten, da das Sammeln der Fraktionen gegeniiber den Aufzeichnungen der Elutionschromato-

gramme zwangslaufig verzogert aufgenommen wurde. Es bestehen dafiir zwei Hauptgriinde:

a) Zeitverzogerung zwischen der Aufzeichnung des Schreibers und des Sammelns: Sie ist
durch das Totvolumen der Messkammer des UV-Detektors bestimmt und betrigt ca.

1 mL. Es verzdgert die Aufzeichnung um ca. eine Minute.

b) Verzogerung der Fraktionensammlung zwischen der Messkammer des UV-Detektors
und dem Ausgang des Abflussschlauches: Das Volumen des Schlauches von ca. 180 pL
verzogert das Sammeln der Fraktionen im Vergleich zu den Extinktionsmessungen um
10 Sekunden.

Die zwei Fehlerquellen ergeben zusammen eine Verzdgerung des Schreibers im Bezug auf das
Sammeln der Probe von ca. 70 Sekunden, was bei einer Schreibgeschwindigkeit von
2 mm - min”' eine Verschiebung der Chromatogrammaufzeichnung um 2,3 mm verursacht. Dies
entspricht bei einer (mehr oder weniger konstanten) Durchflussrate von ca. 1 mL - min™' ein
Volumen von 1,15 mL. Da die aufgesammelten Fraktionen ein Volumen von 1 ml haben,
entspricht es auf dem Elutionschromatogramm eine Verschiebung um ca. eine ganze Fraktion.
In diesem Fall stellt beispielsweise die aufgezeichnete Fraktion E2 auf der Abb. 2.3, die reale
Fraktion E1. Die Fraktion E3 stellt die Peakfraktion dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Verschiebung im Betracht genommen: Die aufge-
zeichneten Elutionsfraktionen auf den abgebildeten Chromatogrammen stimmen mit den

gesammelten Elutionsfraktionen iiberein.

2.2.4.2. SDS-Proteingelelektrophorese

Elutionsfraktionen sowie induzierte Hefelosungsproben wurden aufgetrennt mit Hilfe der SDS-
Gelelektrophorese (Schiagger and von Jagow 1987). Die Proteinproben wurden erst in Gegen-
wart von einem anionischen Detergent SDS (Natriumdodecylsulfat) und einem Reduktions-
mittel wie DTT (Dithiothreitol) bei 95 °C 5 Minuten gekocht und damit denaturiert. Der
Probenpuffer, welcher SDS, DTT und den Farbstoff Bromphenolblau enthélt, wurde 1:3 mit den
Proben vermengt. Die Trenngele hatten eine Endkonzentration von Acrylamid von 16,5 %, die
Sammelgele von 4 %. Die Elektrophorese-Anodenkammer wurde mit dem Anodenpuffer und
die Kathodenkammer mit dem Kathodenpuffer gefiillt. Jede Geltasche wurde mit 18 pL Probe
geladen. Der Proteinstandard Mark 12™ (Invitrogen) diente als Marker. Die Auftrennung
erfolgte bei 150 V fiir ca. 1 Stunde.
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Tab. 2.6: Gelzusammensetzung (fiir zwei 5,6 mL-Gele)

Trenngel (16,5 %)

Sammelgel (4 %)

Acrylamid-Losung* 6,6 mL 0,83 mL
Gelpuffer* 4 mL 1,56 mL
Bidest. 72 uL. 3,85 mL
Glycerin 1,33 mL -
APS* 37 uL 62 L
Temed* 4 uL 6 uL
Gesamtvolumen 12 mL 6,25 mL

Losungen (*):

Acrylamid-Lsung: Gemischldsung von Acrylamid: N,N’-Methylenbisacrylamid 37,5:1

Gelpuffer: 3 M Tris, pH 8,45

APS: Ammoniumpersulfat, 10%ige (w/v) Losung in A. bidest.
Temed: N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin

Tab. 2.7: Puffer

Kathodenpuffer Anodenpuffer Gelpuffer

Tris 100 mM 200 mM 3M

SDS 0,1 % - -

Tricin 100 mM - -

pH 8,25 8,9 8545

pH-Einstellung keine mit HCI mit HCI
Tab. 2.8: Probenpuffer

3x Probenpuffer

Tris-HCI pH 6,8 0,135 M

Glycerin 30 %

Bromphenolblau 0,03 %

DTT (Dithiothreitol) 0,15M

SDS (Natriumdodecylsulfat) 3%
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2.24.2.1. Coomassie-Firbung

Die Gele wurden in einer Coomassie-Farbelosung 50 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt.
AnschlieBend wurden die Gele 3 bis 12 Stunden in Entfarbeldsung entfarbt.

Tab. 2.9: Coomassie-Firbelosung und -Entfirbelosung

Férbelosung Entfirbelosung
Methanol 45 % 45 %
Essigséure 10 % 5%
Coomassie Brillant R-250 0,2 % -

Nach Entfarbung wurden die Gele zwischen zwei Folien auf einer Glasplatte getrocknet.

2.2.4.2.2. Silberfirbung

Die Silberfarbung wurde mit dem kommerziellen Silver Staining Kit von der Firma Serva und
dem mitgelieferten Protokoll durchgefiihrt.

2.2.4.3. Proteintransfer auf Nitrocellulose-Membrane

Nach elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine von dem Gel auf einer
Nitrocellulose-Membran transferiert. Das Gel wurde auf einer Membran appliziert und
zwischen zwei Schwimme gepackt. Das Konstrukt wurde dann in einem mit Transferpuffer
gefiillten Blot Tank eingesetzt. Der Transfer der Proteine vom Gel zur Membran erfolgte bei
80 V fiir 50 Minuten. Zur Uberpriifung des Transfers wurde die Membran in einer wasser-
16slichen Ponceau-rot-Losung (0,2 % w/v in 3%iger Trichloressisdure-Losung) 3-5 Minuten
inkubiert und anschlieBend mit A. bidest. entféarbt.

Tab. 2.10: Losungen

Stammlosung Reservoir-Puffer 10 x Transfer-Puffer
190 mM Tris 1 x Reservoirpufter
1,9 M Glycin 20 % Methanol

2.2.4.4. Immunologische Detektion mit spezifischem Antikérper

Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurde die Nitrocellulose-Membran nach Protein-
transfer 3 mal 15 Minuten in 20 mL Blockierungspuffer auf einem Schiittler geschwenkt. Die
Membran wurde dann 1 Stunde bei Raumtemperatur mit einem 1:500 mit MPT-Puffer verdiinnt
polyklonalen Kaninchen Anti-WAX9-Antikorper inkubiert. Die Membran wurde 3 mal 5
Minuten in 30 mL MPT-Puffer gewaschen. Der 1:3000 im MPT-Puffer verdiinnte sekundire
Antikorper wurden 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Waschschritten mit

MPT-Puffer wurde die Membran in Alkaline Phosphatase Puffer iibernommen. Es wurden
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33 uL NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid, 50 mg - mL™ in 70 % Dimethylformamide) und 66
uL BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat, 50 mg - mL™" in 100 % Dimethylformamide)
pro 20 mL Alkaline Phosphatase Puffer zugegeben. Die Entwicklung erfolgt bei Raum-
temperatur in Dunkelheit fiir 10-30 Minuten. Nach dem Erreichen der gewlinschten Ent-
wicklungsfarbe wurde die Reaktion mit destilliertem Wasser gestoppt und die Membran konnte

getrocknet werden.

Tab. 2.11: Puffer

MPT- Puffer 10 x Blockierungspuffer Alkaline Phosphatase Puffer
100 mM Tris 1 x MPT 100 mM Tris

1,5 M NaCl 3 g/ 1 Casein 100 mM NacCl

0,5 % Tween 20 50 mM MgCI2

In A. bidest. In A. bidest.

pH 7,4 mit HCI einstellen pH 9,5 mit HCI einstellen

2.2.5. Behandlung und Aufreinigung der iiberexprimierten WAX9-Proteine
2.2.5.1. Proteinausfillung mit Ammoniumsulfat

Die iiberexprimierten Proteine werden von den Hefenzellen sekretiert und in das Medium ange-
reichert. Nach 72 Stunden Uberexpression wurde die induzierten Hefenkulturen 30 Minuten bei
12000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Hefenzellensedimente wurden gesammelt und autoklaviert.
Der klare Uberstand wurde mit 60 % Sittigung Ammoniumsulfat (390 g - L) behandelt. Die
ausgefillte Proteinlosung wurde dann bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Unter
diesen Bedingungen kann die Losung mehrere Wochen ohne merkliche Verdnderungen gelagert

werden.

2.2.5.2. Zentrifugation

Es wurde jeweils 1 Liter der verschiedenen ausgefillten Proteinldsungen behandelt. Nach einer
20miniitigen Zentrifugation bei 8000 g wurde der Uberstand verworfen und das Sediment in
8 mL 30 mM Na Acetat-Puffer pH 5,5 aufgenommen. Das aufgenommene Sediment wurde
nach einer kurzen Abzentrifugation der unldslichen Bestandteile in der Tischzentrifuge
(14000 g, 5 Minuten) entsalzt und in den Na Acetat-Puffer transferiert.

2.2.5.3. Entsalzung: Gelfiltration mit Sephadex PD-10 Siiule

Die PD-10 Sidule ist mit dem Makromolekiilmaterial Sephadex gefiillt, welches einen
Molekularsiebeffekt besitzt. Die Entsalzung erfolgt dadurch, dass groBere Molekiile wie
Proteine im Auschlussvolumen des Sdulenmaterials eluieren, wihrend die kleineren Molekiile
wie Salze in den Poren des Gelfiltrationsmaterials zuriickgehalten werden und spéter eluieren.
Die PD-10-Saule wurde mit 25 mL Na Acetat-Puffer (30 mM Na Acetat, pH 5,5) equilibiert.
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Es wurde 2 mL der Probe auf der Séule aufgetragen. Mit 0,5 mL Na Acetat-Puffer wurde die
Saule gewaschen und mit 3,5 mL des gleichen Puffers die Probe eluiert. Die gesammelten
Proben (insgesamt 4 mal 3,5 mL) konnten dann auf dem Kationenaustauscher aufgetragen

werden.

2.2.5.4. Die Ionenaustausch-Chromatographie

Die Ionenaustausch-Chromatographie beruht auf der kompetitiven Wechselwirkung geladener
Molekiile. Eine lonenaustauscher-Matrix besitzt geladenen Gruppen auf die Probenmolekiile
mit Ladungen und Ionen binden konnen. Erst binden die Molekiile (Proteine) an den fixierten
Ladungen der stationdren Phase, dann erfolgt deren Verdringung und Elution durch eine
steigende Salzkonzentration des Eluenten. Um die exprimierten WAX9-Proteine von den
nativen Hefeproteinen und Peptone des Mediums aufzutrennen wurde ein Kationenaustauscher
verwendet. WAX9-Proteine haben einen isolelektrischen Punkt bei einem pH-Wert von 9,4 und
weisen infolgedessen protonierte Aminosdurenresten in dem 30 mM Na Acetat Puffer auf,
dessen pH bei einem Wert von 5,5 eingestellt wurde. Infolgedessen verhalten sich die Proteine
wie Kationen und kénnen an negativ geladenen Gruppen der stationdren Phase binden. Das
Material der festen stationdren Phase bestand aus einer makromolekularen unldslichen Matrix
(CM 52, Whatman), die mit Methylcarboxylgruppen besetzt ist. Das Material wurde in eine
Sdule (Hohe: 9 cm, Durchmesser: 0,8 cm) gefiillt. Die Séiule wurde zwischen einer
peristaltischen Pumpe und einem UV-Detektor geschaltet (siche Abb. 2.4). Die Pumpe
ermoglichte einen kontinuierlichen Zufluss der Proben und der Elutionslésung. Nach
Equilibrierung der Sdule mit 50 mL Puffer Durchlauf, konnte die Proteinprobe auf der Siule
aufgetragen werden. Danach wurde die Sdule mit ca. 30 mL Puffer gewaschen. Die Elution
erfolgte dann graduell mit einer Mischung von 30 mM Na Acetat pH 5,5 Puffer und 1 M NacCl
30 mM Na Acetat pH 5,5 Puffer. Das Gradientenvolumen betrug 40 mL. Das Eluat wurde in

1 mL groB3en Proben fraktioniert und gesammelt.
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Abb. 2.4: Schematische Zeichnung der Kationenaustauscheranlage

Die Kationenaustauscheranlage besteht aus einer Sdule in dem die Kationen-
austauschermatrix eingeschlossen ist, einer peristaltischen Pumpe, einem
Gradientenmischer und einem UV-Detektor. Ein flexibler Schlauch verbindet
diese Elemente. Zusétzlich war ein Schreiber an dem UV-Detektor angeschlossen
um den Ablauf der Proteinkonzentrationen im Detektor aufzuzeichnen. Die Proben
sowie Wasch- und Elutionspuffer wurden mit Hilfe der peristaltischen Pumpe auf
der Séule aufgetragen.

2.2.5.5. Transfer der Elutionsfraktionen in Testpuffer

Nach dem Sammeln der Fraktionen, wurden diese in Testpuffer iiberfithrt. Auf einer mit
Testpuffer equilibrierten NAP™5-Siule wurden 500 uL einer Fraktion aufgetragen, mit 200 uL
Testpuffer wurde die Siule gewaschen und mit 800 pL. Testpuffer wurden die Proben eluiert.
Der Testpuffer war im Falle des Frostschutztests der Probenpuffer dessen Zusammensetzung in
der Tab. 2.14 dargestellt wird oder der TES-Puffer (siche Tab. 2.15) fiir den Lipidtransfertest.

2.2.6. Isolierung von Cryoprotectin aus dem Kohl (Brassica oleracea)

Es wurde die Methode von Sieg et al. (1996) verwendet. Es wurden ca. 20 g frische oder tief-
gefrorene gehidrtete Kohlblitter mit ca. 50 mL Homogenisationspuffer in einem Mixer homo-
genisiert. Der Mix wurde dann durch eine Gaze mit 50 um groflen Poren filtriert. Das Filtrat
wurde 30 Minuten bei 23000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 100 °C
8 Minuten inkubiert. Nach Abkiihlung in einem Eisbad wurde die Losung erneut bei 23000 g 15
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Essigsiure auf einen pH-Wert von 4,0
eingestellt. Nach einer 15miniitigen Zentrifugation bei 23000 g wurde dem Uberstand
Polyamid-6-Matrix zugegeben bis die Losung triibe wurde. Die Mischung wurde 20 Minuten
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bei 4 °C geriihrt. Nach Filtration wurde die Losung mit 60 % Séttigung Ammoniumsulfat gefillt
(390 g- L") und 1 Stunde bei 4 °C geriihrt. Die ausgefillte Proteinlosung kann unter diesen
Bedingungen mehrere Monate bei 4 °C gelagert werden.

Tab. 2.12: Homogenisationspuffer
50 mM Tris
2 % Polyclar (w/v)
2mM EDTA

300 uM Mercaptobenzothiazole (frisch zugeben)
auf pH 7,8 mit 99%iger Essigséure einstellen

Zur weiteren Verarbeitung wurden die ausgefillten Proteine bei 8000 g, 4 °C und 20 Minuten
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment wurde in Testpuffer aufge-
nommen. Nach Abzentrifugation in der Tischzentrifuge (14000 g, 5 Minuten) der unldslichen
Bestandteile wurde die Probe mit einer Gelfiltrationséule entsalzt. Auf einer mit Testpuffer
equilibrierten NAP-5-Sdule wurden 500 puL der Probe aufgetragen. Die Séule wurde an-
schliefend mit 200 pL Testpuffer gewaschen und mit 800 pL des gleichen Testpuffers wurden
die Proteine eluiert. Der Testpuffer war im Falle des Frostschutztests der Probenpuffer dessen
Zusammensetzung in der Tab. 2.14 dargestellt wird oder der TES-Puffer (siehe Tab. 2.15) fiir
den Lipidtransfertest.

2.2.7. Frostschutztest
2.2.7.1. Thylakoidsisolierung aus Chloroplasten ungehirteter Spinatpflanzen

Der hier in dieser Arbeit verwendete Frostschutzttest wurde von Hincha und Schmitt (1992a)
etabliert. In einem 2liter-Mixer wurden 50 g frischer Spinatblétter mit ca. 100 mL eiskaltem
Isolationspuffer 10 Sekunden zerkleinert. Das Homogenat wurde dann durch eine Gaze mit 50
um PorengrofBe filtriert. Das Filtrat wurde bei 4000 g 5 Minuten und 4 °C zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstands wurde das Sediment in ca. 2 mL 10 mM NaCl vorsichtig
resuspendiert. Nach zwei weiteren Wasch- und Zentrifugationsschritten bei 7000 g wurde das
Pellet in 2 mL 10 mM NaCl-Lésung aufgenommen und eine Chlorophyllbestimmung der
Suspension wurde durchgefiihrt. Bei allen Protokollschritten war es wichtig fiir den Erhalt der

intakten Thylakoidmembrane auf Eis und ziigig zu arbeiten.
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Tab. 2.13: Thylakoidisolationspuffer
240 mM Saccharose
160 mM NaCl
1 mM MgCl, (Hexahydrat) oder 1 mL 1 M Stammldsung
1mM MnCl, (Dihydrat) oder 1 mL 1 M Stammldsung
2 mM EDTA oder 4 mL 0,5 M Stammldsung
1 mM KH,PO4 oder 1 mL 1 M Stammlésung
50 mM Tris
mit HCI (37%) auf pH 7,8 einstellen
mit A. bidest. ad 1 L

Vor der Benutzung frisch zugeben:
1,25 mM Na Ascorbat
3,3 mM Cystein

Hinweis: Die hier gegebene Reihenfolge bei der Zusammenstellung des Puffers muss beachtet werden.
MnCl, fallt im basischen Milieu als Braunstein aus und muss deswegen erst in einer wissrigen neutralen

Losung aufgeldst werden.

2.2.7.2. Chlorophyllbestimmung

Die Methode wurde von Arnon (1949) entwickelt. Es wurde 10 uL der Thylakoidsuspension
mit 990 pL 80%igen Aceton gemischt. Die nicht acetonldslichen Bestandteile wurden bei einer
2miniitigen Zentrifugation (14000 g) in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde bei 645 und 663 nm photometrisch bestimmt. Der Chlorophyllgehalt wurde nach der

folgenden Gleichung ermittelt:

20,2 x Egy5nm) +8,02 X E g3, = Mg Chlorophyll /10 mL

Fiir den volumetrischen Test war ein Chlorophyllgehalt von 1-1,2 mg - mL"' erwiinscht. Die

Thylakoidsuspension wurde mit 10 mM NaCl-Losung verdiinnt.

2.2.7.3. Volumetrischer Test

Bei diesem Test werden die zu testenden Proteine zu einer Thylakoidsuspension gegeben und
bei -20 °C eingefroren. Nach Auftauen werden die Ansdtze in Hamatokritkapillaren gefiillt und
zentrifugiert. Die Grofe der abzentrifugierten Pellets ist ein MaB fiir das erhaltene Volumen der
Thylakoidmembrane nach Gefrier-Tau-Zyklus. Mit diesem Experiment ist es moglich Sub-
stanzen auf ihre Kryoprotektion zu priifen.

Dieser Test wurde in dieser Arbeit angewendet um die in Pichia pastoris tiberexprimierten
Proteine WAX9D und WAXOE (und die Kontrollprobe X33) auf ihre moglichen kryopro-
tektiven Effekte zu priifen. Bei jedem Testdurchgang wurde parallel ein Ansatz mit dem aus
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dem Kohl isolierten Cryoprotectin durchgefiihrt. Dies stellt eine positive Kontrolle dar und
ermoglicht den Testablauf auf seine Giiltigkeit hin zu beurteilen. Weiterhin wurden zwei
Nullwerte-Ansétze mit Probenlosung angesetzt. Der eine wurde bei -20 °C eingefroren und
aufgetaut, wie die anderen Proben, der andere wurde auf Eis 3 Stunden inkubiert. Dieser Ansatz
stellt die intakte Probe mit intakten Thylakoidmembranen und infolgedessen ,,100 % Frost-
schutz* dar. Weiterhin wurden Proben mit Proteinen auf Eis inkubiert um potenzielle thylakoid-
schiadigende Effekte bei 0 °C zu priifen. Die Frostschutzaktivitit wurde mit der folgenden
Formel errechnet:

[TKV (+P,~20°C) - TKV (-P,-20°C)]

x 100 = % Frostschutz
[TKV (=P,0°C) - TKV (-P,-20°C)]

mit TKV: Thylakoidpelletgrofie (mm)
+P: Ansatz mit Proteinproben

—P: kontrollansatz ohne Proteinproben, nur mit Probenlosung

Tab. 2.14: Losungen

Probenpuffer Testlosung
10 mM Saccharose 10 mM MgCl,
1 mM MnCl, (Dihydrat) in a. bidest.

1 mM CaCl, (Dihydrat), in a. bidest.

2.2.7.4. Durchfiihrung

100 uL Thylakoidsuspension wurden mit 100 pL in Probenldsung aufgenommene Protein-
fraktion vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde dann 3 Stunden bei -20 °C eingefroren. Die
Ansitze wurden 2 Minuten in Wasserbad bei Raumtemperatur aufgetaut. Nach Zugabe von
100 uL Testlosung wurden die Proben in Hamatokritkapillaren gefiillt und diese in der
Hématokritzentrifuge 15 min bei 12000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die Lange der entstandenen

Sedimente wurde mit einer skalierten Lupe vermessen.

2.2.8. Lipidtransfertest

Der Test wurde nach der Methode von Geldwerth et al. (1991) etabliert. Nach Zugabe einer
Substanz in einer Mischung aus Donor- und Akzeptorvesikeln, wobei die Donorvesikel mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, wird die Fluoreszenzemission in einem Fluorometer
gemessen. Die Fluoreszenzzunahme pro Zeiteinheit stellt ein MaB fiir die Lipidtransferaktivitét
der zugegeben Substanz: Lipidtransferaktive Molekiile begiinstigen den Lipidaustausch
zwischen den zwei Typen von Vesikeln und somit auch den Transport und die Verteilung von
fluoreszenzmarkierten Lipidemolekiilen von den Donor- zu den Akzeptorvesikeln. Dabei wird
der Anteil an fluoreszenzmarkierten Lipidemolekiilen in den Akzeptorvesikeln erhdht, was eine

Erhohung der gemessenen Fluoreszenz bewirkt. Da der Lipidtransfer zwischen Vesikeln in
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geringeren Maf3 auch ohne lipidtransferaktive Substanz ablduft wurde ein Leerwert mit Test-
puffer bei jeder Messreihe angesetzt. Dessen relative Fluoreszenz pro Minute wurde gemessen
und anschliefend der entsprechende Messwert von den Messwerten der getesteten Protein-

proben abgezogen.

2.2.8.1. Vesikelherstellung

Es wurden zwei Typen von Lipidvesikeln hergestellt: Donorvesikel, die Phospholipide und
einen Fluoreszenzfarbstoff enthalten und Akzeptorvesikel, die Phospholipide ohne Markierung
haben. Die Donorvesikel bestanden aus einem Gemisch von 50 % NBD-C12-HPC, 40 % EPC
und 10 % an EPG, die Akzeptorvesikel aus 90 % EPC und 10 % EPG. Die folgende Tabelle

gibt die genauen Volumenangaben der Vesikelproben.

Tab. 2.15: Puffer und Liposomen

Donorvesikel Akzeptorvesikel TES-Puffer

32 uL EPG 1/100 46 uL EPG 10 mM TES

13 uL EPC 1/100 40 uL EPC auf pH 7,4 mit
20 uL NBD-C12-HPC NaOH ceinstellen

EPG: Egg Phosphatidylglycerol (10 mg - mL™"), EPG 1/100 (0,1 mg - mL™)

EPC: Egg Phophatidylcholin (100 mg - mL™), EPC 1/100 (1 mg - mL™)

NBD-C12-HPC: 2-(12-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)dodecanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (1,25 mg - mL™)

Alle Lipide werden im Chloroform gelost bei -20 °C gelagert.

TES: N-tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethansulfonsiure

Die Gemische wurden erst mit gasformigem Stickstoff getrocknet und dann in einem Gefrier-
trockner gestellt um eine vollstindige Trocknung zu erzielen. Da die Lipide in Chloroform
gelagert werden, ist eine vollstindige Trocknung der Gemische bzw. Verdampfung des
Losungsmittels wichtig. Dann werden die getrockneten Fette in 500 uL 10 mM TES-Puffer auf-
genommen, in einem Ultraschall-Wasserbad emulgiert und mit Ultraschall in einem Eisbad bei

60 Watt 2 x 3 Minuten zu Vesikeln von einer Grofle von ca. 25 nm Durchmesser geformt.

2.2.8.2. Durchfiihrung des Transfertests

Die Zunahme pro Minute der Fluoreszenzemission beim Transfer der markierten Lipide wurde
in einem Fluorometer bei einer Emissionswellenlinge von 530 nm und einer Anregungswellen-
lange von 475 nm gemessen. Vor jeder Messreihe wurde das Fluorometer auf 100 % relative
Fluoreszenzemission kalibriert: Es wurde dafiir ein Ansatz mit dem Detergens Triton X-100
gemischt. Das Detergens Triton X-100 zerstort die Lipidmembran und ruft eine maximale
Fluoreszenz hervor (100 % rel. Fluoreszenz). Die Ansdtze wurden in der MeBkiivette gemischt
und in die Messkammer gestellt. Ein Magnetriihrer in der Kiivette sorgte fiir eine homogene
Mischung wéhrend der Messung. Die relative Fluoreszenzemission wurde jede 10 Sekunden

eine Minute lang protokolliert.
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Tab. 2.16: Lipidtransferansitze

Kalibrieungsansatz

Testansatz

2 mL TES-Puffer

10 uL Akzeptorvesikel

10 uL Donorvesikel

20 pL 1%iges (v/v) Triton X-100

2 mL TES-Puffer

10 pL Akzeptorvesikel

10 uL Donorvesikel

10 - 100 pL Proteinlosung

2.2.9. Datenverarbeitung

Abbildungen von Elutionschromatogrammen, Proteingelen und Western Blots wurden mit den
Computerprogrammen Adobe Photoshop CS und Adobe Illustrator CS bearbeitet.
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3. Ergebnisse

3.1.  Uberexpression der WAX9D- und WAX9E-Proteine in Pichia
pastoris

3.1.1. Priifung der Uberexpression

Eine ausreichende Luftzufuhr ist neben der Methanolverfiigbarkeit ein wichtiger Faktor fiir eine
gute Proteiniiberexpression in Pichia pastoris. Die anfinglichen Uberexpressionskulturen
wurden in 250 mL-Kolben mit keinem optimalen Verhéltnis Fliissigkultur / Luftraum angesetzt.
Dies beeintriachtigte die Proteiniiberexpression und machte die Detektion der WAX9-Proteine
auf Proteingelen schwierig. Die Abb. 3.2 illustriert diese Tatsache. Das dargestellte mit
Coomassie gefarbte Proteingel zeigte bei den aufgetrennten Proteinfraktionen keine geférbte
Bande mit der erwarteten GroBe zwischen den 6- und 14 kDa-Markerbanden. Ein empfind-
licheres silbergefarbtes Gel (Abb. 3.3) zeigte drei Banden mit den entsprechenden GréBen in
drei gesammelten Fraktionen. Erst die spezifische Immunodetektion mit Anti-WAX-Antikorper
zeigte auf einer Nitrocellulose Membran (Abb. 3.2) positive Signale mit der erwarteten Grof3e
zwischen den 6- und 14 kDa-Markerbanden (Schilling 2003).

3.1.1.1. Auftrennung der iiberexprimierten WAX9-Proteinproben mit dem
Kationenaustauscher

WAXO9-Proteine als Mitglieder der Lipidtransferproteine-Familie weisen einen basischen iso-
elektrischen Punkt bei einem pH-Wert von 9,4 auf (Kader 1996). Die mit Ammoniumsulfat
ausgefillten WAXO-Proteinextrakte wurden in einem Puffer mit einem pH-Wert von 5,5
iibernommen, infolgedessen werden sie protoniert und koénnen auf einer Kationenaus-
tauschermatrix binden. Mit einer NaCl-Losung wurden sie graduell verdréngt und eluiert. Die
Abb. 3.1 zeigt beispielsweise das bei der Elution aufgezeichnete Auftrennungschromatogramm.
Das Elutionschromatogramm zeigt bei dem Auftragen der Proteinprobe ein Plateau auf.
Wihrend des Waschvorgangs der Séule mit ca. 30 ml Puffer, ist eine Abnahme der Spannung
(was einer Abnahme der Proteinkonzentration entspricht) auf dem Chromatogramm zu er-
kennen. Nach dem die aufgezeichnete Kurve wieder die 0 mV-Linie erreicht hatte, wurden die
gebundenen Proteine mit einer NaCl-Losung aufsteigender Konzentration graduell eluiert. Auf

der Abb. 3.1 ist ein deutlicher Elutionspeak zu erkennen.
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Abb. 3.1: Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms von WAX9D-Proteinen wihrend
der Auftrennung mit dem Kationenaustauscher CM 52

Die Durchflussrate betrug ca. 1 mL - min™'. Der Schreiber hatte eine Geschwindig-
keit von 2 mm - min”. Es wurden 9 Fraktionen gesammelt. AQ ist eine Fraktion
aus dem Waschschritt. Die Elutionsfraktionen sind von E1 bis E§ nummeriert und

voneinander durch senkrechte schwarze Markierungen getrennt.

Bei diesem Beispiel (Abb. 3.1) wurden 2 L ausgefillte WAX9D-Proteinsuspension nach Uber-
expression in Pichia pastoris verarbeitet. Es wurde 14 mL Proteinprobe auf der Kationenaus-
tauschersdule aufgetragen, mit 30 mL 30 mM Na Acetat Puffer wurde die Saule gewaschen und
mit einem Gradientenvolumen von 40 mL wurden die gebundenen Proteine eluiert. Bei der
Elution wurde ein einziger Peak auf dem Chromatogramm aufgezeichnet. Es wurden
8 Elutionsfraktionen (von E1 bis E8) und eine Fraktion (A0) bei dem Waschschritt gesammelt.
Die Fraktionen hatten jeweils ein Volumen von 1 mL. Der weitere Verlauf des
Chromatogramms, der keine weiteren Peaks zeigte, wurde hier nicht gezeigt. Die Auftragungs-,
Wasch- und Elutionsschritte fiir die WAX9D-, WAX9E- und die Kontrollproteinproben (X33)
liefen auf dhnliche Weise wie in der Abb. 3.1 dargestellt ab. Deshalb wurde auf die detaillierten
Darstellungen sémtlichen Chromatogramme verzichtet. Im folgenden Abschnitt werden nur die

Chromatogrammaufzeichnungen der Elutionsschritte dargestellt.

3.1.1.2. SDS-Gelelektrophorese der gesammelten Fraktionen

Die in der Abb. 3.1 dargestellten gesammelten Fraktionen wurden elektrophoretisch aufge-
trennt. AnschlieBend wurden die Proteine auf einer Nitrocellulose-Membran transferiert. Die
Abb. 3.2 zeigt das entsprechende mit Coomassie Blue gefiarbte Proteingel und die
entsprechende Nitrocellulose Membran nach Immunodetektion mit Anti-WAX9-Antikorper.
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Abb. 3.2: Coomassie gefirbtes Polyacrylamid-Gel und Westernanalyse

Auf dem Gel sind in der Reihenfolge von links nach rechts: Marker, Fraktionen
A0, E1 bis E8. Auf der Nitrocellulose Membran von rechts nach links: Fraktionen
A0, E1 bis E3, Marker, Fraktionen E4 bis E8. Die Fraktion A0 wurde bei dem
Auswaschschritt gesammelt und stellt die auf der Kationenaustauschersdule
ungebundenen Proteine dar. Die Fraktionen E1 bis E8 wurden bei dem
Elutionsschritt gesammelt. Die Proben setzen sich aus 100 puL Proteinfraktion und
aus 50 pL Probenpuffer zusammen, davon wurden 18 pL pro Tasche aufgetragen.

Es wurde die Proteine ca. 1 Stunde bei 150 V aufgetrennt.

Die Immunodetektion der immobilisierten Proteine illustriert die Auftrennung. Uberexprimierte
WAXO9-Proteine befinden sich nicht in der Waschschrittsfraktion (A0O) sondern nur in
bestimmten Fraktionen (E2, E3, E4, ES und E6) des Elutionspeaks. WAX9-Proteine binden an
die ausgewdhlte Kationenaustauschermatrix CM52 und die Sdule wurde nicht iiberladen, so
dass WAX9-Proteine bei dem Auftrag- oder Auswaschschritt ausgewaschen worden wiéren. Die
Fraktionen E7 und E8 zeigen auf der Nitrocellulosemembran nach Immundetektion kein
positives Signal. Die Fraktionen E3, E4 und E5 zeigen die stirksten Signale auf der Western
Blot Membran nach Immunodetektion. Auf dem zum Immunoblot korrespondierenden mit
Coomassie Blue gefarbten Proteingel lassen sich keine stirker gefarbten Bande zwischen den 6-
und 14 kDa-Markerbanden erkennen. Die WAX9-Proteine konnten sich mit dem Coomassie
Blue R-250 schlecht firben lassen. Eine geringe Uberepression und infolgedessen niedrige
WAX9-Proteinkonzentration der FEluatfraktionen konnte auch die Abwesenheit bzw. die

schwache Farbung der Banden auf dem Gel erkliren.

Um eventuelle Proteine mit geringeren Konzentrationen auf dem Polyacrylamidgel zu

detektieren, wurde die sensitive Silberfarbemethode verwendet.
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Abb. 3.3: Silbergefirbtes Polyacrylamidgel, Analyse der Trennung von Abb. 3.1

In der Reihenfolge von links nach rechts: Fraktionen A0, E1 bis E3, Marker,
Fraktionen E4 bis E8. Die Fraktion A0 wurde bei dem Waschschritt gesammelt
und stellt die auf der Kationenaustauscherséule ungebundenen Proteine dar. Die
Fraktionen E1 bis E8 wurden bei dem Elutionsschritt gesammelt. Die Proben
setzen sich aus 100 pL Proteinfraktion und aus 50 pL Probenpuffer zusammen. Es
wurden 18 plL Probe pro Tasche aufgetragen. Die Auftrennung bei 150 V dauerte
ca. 1 Stunde.

Es sind leicht gefdarbte Banden zwischen den 6- und 14 kDa-Markerbanden in den Fraktionen
E4, ES und E6 zu erkennen. Diese Fraktionen weisen positive Signale in der gleichen Hohe
nach Immunodetektion mit Anti-WAXO9-Antikorper auf und konnten WAX9-Proteine
aufweisen. Allerdings zeigt die Fraktion E3, die ein starkes Signal auf der Nitrocellulose
Membran (Abb. 3.2) aufweist, bei dem silbergefarbten Gel keine klare Bande.

3.1.1.3. Optimierung der WAX9-Proteiniiberexpression

Um eine leistungsstirkere Uberexpression zu erreichen musste das Verhiltnis Luftraum /
Fliissigkultur vergroflert werden. Es wurden 2liter-Erlenmeyerkolben ausgewahlt. Sie wurden
mit 1 Liter Hefekultur gefiillt und mit einer luftdurchldssigen Gaze verschlossen. Nach
Optimierung der Uberexpression konnten WAX9-Banden mit Coomassie gefdrbten Protein-

gelen leicht erkannt werden (siche Abb. 3.7).
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3.1.2. Auftrennung der iiberexprimierten WAX9-Proben

In diesem Kapitel werden auszugsweise die Chromatogramme, Proteingel- und Westernanalyse-
abbildungen der Proben und Fraktionen dargestellt, deren Frostschutzaktivitdt getestet wurde.
Die gleichen Protokolle wurden fiir die Proben und Fraktionen fiir den Lipidtransfertest

angewendet und wurden hier nicht dargestellt, da deren Aufzeichungen &hnlich sind.

3.1.2.1. Chromatogramme

Die folgenden Abb. 3.4, Abb. 3.5 und Abb. 3.6 stellen die wihrend der Elution aufgezeichneten
Chromatogramme der WAX9D-, WAX9E- und X33-Proben dar, deren Frostschutzaktivitéts-
messungen in den Abb. 3.8 dargestellt wurden. Weitere Elutionschromatogramme wurden in

dieser Arbeit nicht gezeigt, da andere Aufzeichnungen nach einem dhnlichen Muster abliefen.
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Abb. 3.4: Elutionschromatogramm der Probe WAX9D
Jeweils wurde pro Fraktion 1 mL Eluat gesammelt. Der Schreiber hatte eine
Geschwindigkeit von 2 mm-min"' und die ElutionsdurchfluBrate betrug ca.
1 mL - min™. Da die Durchflussrate nicht konstant blieb, wurde die x-Achse mit
der Einheit Elutionszeit (in Minuten) anstatt Elutionsvolumen skaliert. Es wurde
mit einem Gradientvolumen von 40 mL eluiert. Die Verschiedenen
Elutionsfraktionen wurden E1, E2, E3, E4 und ES genannt und sind mit schwarzen

Markierungen von einander getrennt.
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Spannung [mV] A
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Abb. 3.5: Elutionschromatogramm der Probe WAX9E

Jeweils wurde pro Fraktion 1 mL Eluat gesammelt. Der Schreiber hatte eine
Geschwindigkeit von 2 mm - min' und die Elutionsdurchflufirate betrug ca.
1 mL - min™". Da die Durchflussrate nicht konstant blieb, wurde die x-Achse der
folgenden Abbildungen mit der Einheit Elutionszeit (in Minuten) skaliert. Es
wurde mit einem Gradientvolumen von 40 mL eluiert. Die Verschiedenen
Elutionsfraktionen wurden E1, E2, E3 und E4 genannt und sind mit schwarzen

Markierungen von einander getrennt.
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Abb. 3.6: Elutionschromatogramm der Kontrollprobe X33

Unter den in Abb. 3.5 vorgestellten Bedingungen wurden die Fraktionen der
Kontrollprobe X33 gesammelt.
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Die Kontrollprobe X33 wurde mit den gleichen Protokollen wie die WAXO9-Proteinproben
behandelt. Sie stellt den Proteinhintergrund der Hefesuspension dar und besteht sowohl aus
nativen Hefe- als auch aus Mediumproteinen. Das Chromatogramm (Abb. 3.6) der Kontroll-
probe ohne WAX9-Proteine weist einem Maximalabsorptionspunkt bei 10,3 mV auf, wihrend
die anderen Chromatogramme der WAX9-Proteinproben (Abb. 3.4 und Abb. 3.5) Maximal-
absorptionspunkte bei 16,5 mV (fiir WAX9D) und 12,8 mV (fiir WAX9E) zeigen. Die
Kontrollprobe X33, mit einem Maximalabsorptionspunkt bei 10,3 mV zeigt eine hohere
Proteinkonzentration als erwartet.

Die Proteinzusammensetzung der gesammelten Fraktionen wurde mit Hilfe der SDS-
Gelelektrophorese mit anschlieBender Coomassiefarbung gepriift.

3.1.2.2. SDS-Proteingelelektrophorese

Die Abb. 3.7 stellt die Auftrennung im Coomassie Blue gefirbten SDS-Proteingel der
aufgenommenen Fraktionen dar, deren Elutionschromatogramme in den Abb. 3.4, Abb. 3.5 und
Abb. 3.6 dargestellt sind.

WAX9D WAXIE X33 WAX39D WAX9E X33
kDa E2 E3 E4 E5 M E1 E2 E3 E4 E2 E3 E2 E3 E4 ES M E1 E2 E3 E4 E2 E3

974 —
66,3 —

365—

2Y;5—

|
€4 110

Abb. 3.7: Coomassie gefirbtes Polyacrylamid-Gel und Westernanalyse
Vier Elutionsfraktionen der Proben WAX9D, WAXO9E und 2zwei der

Kontrollproben X33 wurden aufgetrennt. In der Reihenfolge von links nach recht:
E2 bis ES5: Elutionsfraktionen der Probe WAXO9D, Marker, El bis E4:
Elutionsfraktionen der Probe WAX9E, E2 und E3: Elutionsfraktionen der Probe
X33. Die Proben setzten sich aus 100 ul Eluat und 50 pl Probenpuffer zusammen.
Es wurde 18 pl Probe pro Geltasche aufgetragen. Die Auftrennung bei 150 V
dauerte ca. 1 Stunde.
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Die FElutionsfraktionen der Probe WAX9D sowie der Probe WAXOE zeigen eine kréftig
gefarbte Bande jeweils zwischen den 6- und 14 kDa-Markerbanden, die der Grofle der WAX9-
Proteine entspricht, wobei die stirkste Férbung bei den Fraktionen E3 und E4 vorkommt. Die
Fraktionen der X33-Proben weisen weder gefirbte Banden auf dem Gel noch auf der Membran
auf.

3.1.2.3. Westernanalyse

Die Abbildung 3.7 zeigt neben dem Proteinegel eine Nitrocellulose-Membran nach
Immunodetektion. Auf dieser Membrane wurden zuvor die gleichen Proben mit derselben
Reihenfolge wie auf dem abgebildeten Proteingel transferiert. Die kraftige Farbentwicklung war
entscheidend fiir die Auswahl der Testfraktionen. Folgende Fraktionen wurden fiir die Tests in
Betracht genommen: Die Fraktionen E3 und E4 der Probe WAXO9D und der Probe WAXOE. Die
Fraktionen E2 und E3 der Kontrollprobe X33 weisen keine Farbentwicklung auf. Die Fraktion
E2 der X33-Probe wurde als Kontrolle parallel getestet, da sie der Elutionspeakfraktion der
WAX9-Proben entspricht. (Siehe Abb. 3.4, Abb. 3.5 und Abb. 3.6).

3.1.2.4. Proteinkonzentrationsbestimmung
3.1.2.4.1. Proteinkonzentrationsbestimmung mit der UV-Detektionsiquivalenzmethode

Die Proteinkonzentrationen der frostschutzgetesteten Fraktionsproben, die mit Hilfe der UV-
Detektionsdquivalenzmethode (siehe 2.2.4.1.3, Seite 12) ermittelt wurden, sind in der folgenden
Tabelle dargestellt.

Tab. 3.1: Proteinkonzentrationsiiquivalente der frostschutzgetesteten Eluatfraktionen

Abgelesene mittlere RSA*-Aquivalenz
Proben Spannung (mV) Konzentration
(ng - mL")

Kontrolle X33 Fraktion E3 8,3 681
WAX9D Fraktion E3 15,3 1258

Fraktion E4 13 1073
WAXIE Fraktion E2 11 908

Fraktion E3 12,5 1031

Fraktion E4 9 743

*RSA: Rinderserumalbumin, Fraktion V von der Firma Roth

3.1.2.4.2. Vergleich der Proteinbestimmungsmethoden:
Rinderserumalbuminsiquivalenzmethode und NanoOrange®
Fluoreszenzmethode

Um die UV-Detektionsdquivalentsmethode zu {iberpriifen wurde Proteinkonzentrationen von
den Fraktionen zusétzlich mit der NanoOrange-Methode (siehe 2.2.4.1.2, Seite 11) gemessen.

Die Tab. 3.2 stellt die Werte der zwei verwendeten Methoden gegeniiber.

-32-



Ergebnisse

Tab. 3.2: Vergleich von Proteinkonzentrationen

Abgelesene mittlere RSA*-Aquivalenz Konzentration
Proben Spannung Konzentration (NanoOrange-
(mV) (ng - mL™) Methode)
(ng-mL")
Kontrolle X33
Fraktion E4 8 660 650
WAX9ID
Fraktion E2 12,5 1031 950
Fraktion E3 10,5 866 720
WAXIE
Fraktion E3 32 1320 1200
Fraktion E4 25 1031,3 920

*RSA: Rinderserumalbumin, Fraktion V von der Firma Roth

Die hier aufgefithrten Proben wurden mit der Lipidtransfermethode getestet. Mit der
NanoOrange-Methode wurden fiir alle Proben geringere Proteinkonzentrationen ermittelt.
Verglichen mit der Fluoreszenzmethode (NanoOrange) liegt die Proteinkonzentration der
Fraktion E3 der WAX9D-Probe ca. 20 % iiber der ermittelten Konzentration auf Basis der
Aquivalenzmethode. Insgesamt blieben die Unterschiede zwischen den mit den zwei Methoden
bestimmten Konzentrationen jedoch gering. Fiir die anderen Proteinkonzentrationen waren
erhohte Werte von 1,5 % fiir die Fraktion X33-E4 bis zu 12 % fiir die WAX9E-E4-Fraktion.

Die angegebenen Proteinkonzentrationen in den folgenden Abbildungen wurden nach der

Aquivalenzmethode berechnet.

3.2. Frostschutztest

Der Frostschutztest wurde bei den Proben WAX9D, WAX9E sowie bei der Kontrollprobe X33
durchgefiihrt, deren Elutionschromatogramme in den Abb. 3.4, Abb. 3.5 und Abb. 3.6
dargestellt wurden. Ein Paralleltest mit Kohlextrakt als Positivkontrolle wurde bei allen Tests
durchgefiihrt. Die X33-Probe stellte die Negativkontrolle dar.

3.2.1. Frostschutzaktivitit bei WAX9D und WAX9E

Die Abb. 3.8 zeigt die Aktivititswerte der WAX9-Proben, des Kohlextrakts und die der
Negativkontrolle X33. Die Aktivitit einer Waschfraktion A0 wurde auch getestet. Diese
Fraktion wurde bei dem Auftragen der Probe auf dem Kationenaustauscher gesammelt. Sie
enthilt Proteine, die keine Bindungsaffinitit zu der Sdulenmatrix aufwiesen und die mit dem

Waschpuffer ausgewaschen werden.
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Abb. 3.8: Frostschutzaktivitit der WAX9D-, WAX9E- und X33-Fraktionen

Der Test wurde wie im Abschnitt 2.2.7 (Seite 20) beschrieben durchgefiihrt. Es
wurde parallel eine Positikontrolle (Kohlextrakt), eine Negativkontrolle (X33) und
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eine Kontrollprobe mit der Waschfraktion A0Q getestet.

Weder die Negativkontrolle X33-Probe noch die Waschfraktion AO weisen eine
Frostschutzaktivitidt auf. Dies zeigt, dass native Hefeproteine keine kryoprotektive Wirkung
besitzen und dass die Waschfraktion A0 keine aktiven Proteine enthélt. Dieses Ergebnis stimmt
mit der Abb. 3.7 des Coomassie gefarbten Polyacrylamid-Gels und der Westernanalyse {iberein.
Mit einer Aktivitdt von 30,9 % und 37,3 % zeigen die Eluatsfraktionen E3 und E4 der WAX9D-
Probe eine kryoprotektive Wirkung. Die Fraktionen der WAX9E-Proben haben mit 15,76 %

und 13,6 % eine geringere aber noch messbare Frostschutzwirkung.

Um Proben zu vergleichen wurden unter der Annahme, dass sich die Frostschutzaktivitét linear
zu der Proteinkonzentration verhédlt (Hincha et al. 1992a) die spezifischen Frostschutzaktivitdten

pro mg Proteindquivalent berechnet.

3.2.2. Spezifische Frostschutzaktivititen

Die Tab. 3.3 stellt die Werte der absoluten spezifischen Frostschutzaktivitdten der WAXO-
Proteinfraktionen in % / (mg - mL™") Rinderserumalbumin-Konzentrationséquivalenz sowie die

theoretischen Proteinkonzentrationen, die 100 % Frostschutz gewéhrleisten dar.
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Tab. 3.3: Spezifische Frostschutzaktivititen der WAX9-Fraktionen

Kopzentrations- % Frostschutz % Frostschutz Proteinkonz.
Proben Aquivalenz / Ansatz / (mg - mL™) (mg - mL™)
(ng - mL™) /100 %
/ Ansatz Frostschutz
Kohlextrakt 230 62,8 273 0,37
WAXID
Fraktion E3 629 30,9 49 2,04
Fraktion E4 536 37,3 70 1,44
WAXIE
Fraktion E3 516 15,76 30 3,28
Fraktion E4 372 13,6 37 2,74

Die Proteinkonzentrationen der WAX9-Proben wurden mit Hilfe der RSA-Aquivalenzmethode ermittelt
(Tab. 3.1, Seite 32). Die Proteinkonzentration des Kohlextrakts wurde mit Hilfe der Bradford-Methode
bestimmt. Die Versuchansétze bestehen aus 100 pL Thylakoidsuspension und 100 pL Proteinldsung, so
dass die Proteinkonzentrationen halbiert werden. Die 1. Spalte stellt diese Proteinkonzentrationen in den
Versuchsansétzen und die 2. Spalte die gemessenen Aktivititen dar. Es wurde Frostschutzaktivititswerte
pro mg - mL" Protein berechnet (Spalte 3) und die Proteinkonzentrationen, die 100 % Frostschutz-

aktivitdt ermoglichen ermittelt (Spalte 4).

Der Kohlextrakt zeigt mit einer Proteinkonzentration von 0,37 mg - mL™, die 100 % Frostschutz
gewihrleistet, die hochste Aktivitit. Die Elutionsfraktion WAX9D-E4 stellt mit 1,44 mg - mL™
Protein 100 % Frostschutz die hochste Aktivitét der {iberexprimierten Proteine.

Sieg et al. (1996) konnte zeigen, dass der Kohlrohextrakt eine spezifische Frostschutzaktivitit
von 17,5% und die aufgearbeitete Fraktion nach Reversed-Phase-Chromatographie eine
Aktivitdit von 372 % / mg Protein aufwies. In dieser Arbeit wurde eine spezifische
Frostschutzaktivitdt von der Kohlextraktprobe von 273 % / mg Protein gemessen. Diese kleinere
gemessene Aktivitit konnte auf die Aufarbeitung und Isolierung des Kohlextrakts zuriick zu
fiihren sein. Die Erfahrung zeigte, dass die Frostschutzaktivitit von einem Kohlextrakt zu einem
anderen stark variieren kann. In dieser Arbeit wurde daher mit ein und demselben Kohlextrakt
gearbeitet. Die Experimente in vitro mit den WAX9-Proteinen zeigten zwar mit einem Wert von
70 % fir WAX9D und 37 % fiir WAXO9E pro mg Protein eine kryoprotektive Wirkung, doch
war diese Wirkung geringer als die der Kohlextraktproteine (273 % / mg Proteine).

Schilling (2003) zeigte ebenfalls kryoprotektive Effekte bei den in E. coli exprimierten
WAXO9D-Proteine, wobei die Frostschutzaktivitidt mit einem gemessenen Wert von 57,0 % / 15
ug Protein (umgerechnet: 3800 % / mg Protein) viel ausgeprigter war, als die in der vor-
liegenden Arbeit behandelten Proteine. Bei der WAX9E-Probe konnte Schilling keinen
kryoprotektive Effekt messen, was mit den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen nicht

iibereinstimmt. Mit einer maximal gemessenen spezifischen Frostschutzaktivitit von 37 % / mg
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Protein zeigten hier WAXO9E-Proteine einen kryoprotektiven Effekt auf isolierten Thylakoids-

membranen. Dies entspricht etwa 50 % der Frostschutzaktivitidt der WAX9D-Proteine.

3.3. Lipidtransferaktivit:it

Die nachfolgenden Lipidtransferergebnisse wurden mit Elutionsfraktionen aus anderen Uber-
expressionschargen gewonnen, und sind somit unabhidngig von den zuvor vorgestellten
Ergebnissen der Frostschutztests. Die Proteinkonzentrationen der getesteten Elutionsfraktionen
sind in der Tab. 3.2 (Seite 33) aufgefiihrt. Die Lipidtansferaktivititswerte der WAX9D- und
WAXO9E-Proben sind in der Abb. 3.9 dargestellt. Dabei sind mehrere Fraktionen und mehrere
Verdiinnungen getestet worden. Der Kohlextrakt wurde auch auf Lipitransferaktivitit getestet.

140 -
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Abb. 3.9: Lipidtransferaktivitit von WAX9-Fraktionen
Die Fraktionen E3 und E4 der WAX9E-Probe und die Fraktionen E2 und E3 der

WAXO9D-Probe wurden jeweils unverdiinnt und mit Testpuffer verdiinnt getestet.
Die Zahlen in Klammer geben die Proteinkonzentrationen in pg - mL™ der Ansitze
wieder. X33-E4 stellt die Proteinextraktkontrollprobe dar. Ein Kohlextrakt wurde
parallel getestet.

Die unverdiinnten WAXO9E-Fraktionen weisen die hochsten Lipidtransferwerte mit jeweils
116,8 und 83,5 AF - min™ fiir die Fraktionen E3 und E4 auf. Die Fraktionen E2 und E3 der
WAX9D-Proben haben eine Aktivitit von 13 und 12,5 AF - min”'. Mit zunechmender Verdiin-
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nung nehmen die Messwerte ab. Der Kohlextrakt weist mit einer Aktivitit von 2,8 AF - min”
eine minimale Aktivitdt auf, die geringer als die der WAX9D-Proben ist. Die Kontrollprobe
X33 wies keine Lipidtransferaktivitit auf. Die Abwesenheit der Aktivitit in dieser Fraktion
zeigt, dass weder native Hefeproteine noch Proteine aus dem Kulturmedium die Messungen der

WAXO9-Proteinfraktionen storen bzw. verfialschen.

Um die Lipidtransferwirkung der jeweiligen Proben zu vergleichen wurden aus den in Abb. 3.9

dargestellten Messungen spezifischen Aktivititen / mg Protein berechnet.

Tab. 3.4: Spezifische Lipidtransferaktivititen der WAX9-Fraktionen

Konzentrations- Lipidtransfer Lipidtransfer

Proben Aquivalenz (AF - min™) (AF - min™)
(ng - mL™") / Ansatz / mg Protein
/ Ansatz

Kohlextrakt 11 2,8 255
WAX9D
Fraktion E2 49 13 265
Fraktion E3 41 12,5 305
WAXIE
Fraktion E3 62 116,8 1884
Fraktion E4 49 83,5 1704

Die Proteinkonzentrationen der WAX9-Proben wurden mit Hilfe der RSA-Aquivalenzmethode ermittelt.
(Tab. 3.1, Seite 32). Die Proteinkonzentration des Kohlextrakts wurde mit Hilfe der Bradford-Methode
bestimmt. Die Ansidtze bestehen jeweils aus 2 ml TES-Puffer, 10 uL Akzeptorvesikel, 10 pL. Donor-
vesikel und 100 pL Proteinlosung. Mit diesem Verdiinnungsverhiltnis wurden die Aktivititen / mg
Protein berechnet (Spalte 3).

Aufgetrennte WAX9D-Proteine zeigte mit 305 AF - min™' / mg Protein eine sehr nahe Aktivitit
zu der von dem isolierten Cryoprotectin aus dem Kohlextrakt (255 AF - min™ / mg Protein).
Schilling (2003) zeigte fiir die in E. coli iiberexprimierten WAX9D-Proteine eine dhnliche
Lipidtransferaktivitit von 4 AF - min" /15 pg Protein, was umgerechnet einer Aktivitit von
267 AF - min™' / mg Protein entspricht. Mit einer spezifischen Aktivitit der WAX9E-Proteine
von 1884 AF -min"' / mg Protein wurde eine Aktivitit gemessen, die um 35 % unter dem
Ergebnis von Schilling (Aktivitit von 2933 AF - min™) lag. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimente zeigen eine Lipidtransferaktivitit bei WAX9E, die 6mal hoher als bei WAXO9D ist.

Die Ergebnisse von Schilling wiesen einen Unterschiedsfaktor von 11 auf.
Aus den Daten, die in Abb. 3.9 gezeigt wurden, wurde die Abb. 3.10 zusammengestellt. Die

Abb. 3.10 stellt die Beziehung zwischen Aktivitdten und Proteinkonzentrationen der WAX9D-
und WAXO9E-Proben dar.
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Abb. 3.10: Lipidtransferaktivitit der WAX9E- und WAX9D-Proben in Abhiingigkeit der
Proteinkonzentration

Die Verdiinnungsreihen wurden mit Testpuffer erstellt. Die Proteinkonzentra-

tionen wurden mit der RSA-Aquivalenzmethode ermittelt.

Sowohl die WAX9E-Probe als auch WAX9D-Probe zeigen eine lineare Bezichung (jeweils R*=
0,9795 und 0,9921) zwischen den Proteinkonzentrationen und den gemessenen Lipidtrans-
feraktivititen. Dabei ist der Konzentrationseffekt bei WAXO9E stirker ausgeprdgt als bei
WAXOD (stirkere Steigung a). Wihrend bei einer Proteinkonzentration von 0,125 mg - mL"
WAX9E-Proteine eine geringe Aktivitit von 6 AF - min™' aufwiesen, wurde bei der WAX9D-
Probe keine Aktivitdt gemessen. In beiden Féllen ist eine minimale Proteinkonzentration

erforderlich um eine Transferaktivitidt messen zu konnen.
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34. Beziehungen zwischen der Frostschutz- und der
Lipidtransferaktivitit

Da von Tag zu Tag unterschiedliche Frostschutz- und Lipidtransferaktivititen gemessen
wurden, wurden Daten von jeweils 10 Experimenten genommen und die Mittelwerte und

Standardabweichungen, die in der Tab. 3.5 wiedergegeben sind, berechnet.

Tab. 3.5: Beziehungen zwischen spezifischen LTP- und Frostschutzaktivititen

LTP-AKktivitit % Frostschutz Quotient
(AF - min™) / / (mg - mL™) LTP/FST
(mg - mL™)
WAX9ID 288 + 22 62 +26 47+0,8
WAX9E 1800 + 185 35+ 11 51,4+16,8
Kohlextrakt 263 + 16 273+ 13 0,96 + 1,2

LTP: Lipidtranferaktivitat
FST: Frostschutzaktivitit

Anhand diesen Daten werden die Lipidtransfer / Frostschutz-Verhiltnisse deutlicher. WAX9E-
Proteine zeigen mit einem LTP/FST-Quotient von 51,4 eine stark ausgepréigte Lipidtrans-

feraktivitdt im Vergleich zu der Frostschutzwirkung.

Sowohl WAXO9D als auch der Kohlextrakt (Cryoprotectin) weisen geringe Quotienten auf, was
auf eine geringere Ausprigung der Lipidtransferaktivtit im Vergleich zu der Frostschutz-
aktivitiat hinweist. Mit einem LTP/FST-Quotient von 4,7 zeigt der WAX9D eine deutlich hohere
Lipidtransferaktivitit als das aus dem Kohlextrakt Cryoprotectin. Damit ordnet sich WAX9D
zwischen dem typischen Lipidtransferprotein WAX9E und dem in vitro frostschutzgewéhr-

leistenden Cryoprotectin ein.
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4. Diskussion

4.1. Cryoprotectin und WAX9D

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das in Pichia pastoris iiberexprimiert
WAX9D-Protein mit einem Wert von 70 % / (mg - mL™") einen kryoprotektiven Effekt in vitro
aufweist und mit einer Aktivitit von 305 AF -min” /(mg - mL™") zum leichten Lipidtransfer
fahig ist. Parallel dazu wies das aus dem Kohl isolierte und grob gereinigte Cryoprotectin eine
dhnlich schwach messbare Lipidtransferaktivitit von 255 (AF - min') / mg auf, jedoch eine viel
hohere Frostschutzaktivitit von 273 % / (mg - mL™). Diese gemessene Kryoprotektion stimmt
mit den von Sieg et al. (1996) verdftentlichten Ergebnissen (siche Tab. 4.1) {iberein, dennoch
féllt auf, dass das Cryoprotectin eine weit hohere Frostschutzaktivitit aufwies als das in Pichia
pastoris iiberexprimierte und gereinigte WAX9D-Protein. Dieses Ergebnis kommt {iberraschend
vor, da Schilling (2003) bei dem in E. coli exprimierten WAX9D-Protein eine
Frostschutzaktivitit von 3800 % / (mg-mL"') ermitteln konnte und infolgedessen
charakterisierte sie WAX9D als kryoprotektive Protein.

Zusétzlich ist zu beachten, dass die Kryotoxizitit der verschiedenen Stoffe in Versuchansétzen
die Frostschutzaktivitit von den untersuchten Proteinen kaschieren und die Ergebnisse auf diese
Weise verfialschen konnte. Dies kann z. B. der Fall sein bei den Kulturmedien- oder
Hefezellenproteinen. Es wurde zwar in dieser Arbeit keine Volumenreduktion der Thylakoids-
ansidtze mit dem Kontrollansatz X33 bei einer Inkubation bei 0°C (Daten nicht gezeigt)
beobachtet, doch kdnnte die Kryotoxizitdt erst bei einer anderen Proteinzusammensetzung der
Experimentsansitze auftreten (z. B. bei verschiedenen Uberexpressionschargen mit mehr oder
weniger liberexprimierten Proteinen). Weitere Reinigungsschritte der Eluatsfraktionen kdnnten

den Anteil an fremden Proteinen reduzieren.

Die in vitro Frostschutzversuche wurden bisher mit einzelnen iiberexprimierten Proteintypen
durchgefiihrt, so dass keine Daten iiber mogliche synergetische Effekte vorliegen. Um
Frostschutzeffekte, die moglicherweise durch WAX9-Interaktionen hervorgerufen werden, zu
erfassen, wiirde ich Versuche mit WAX9-Proteinen-Mischungen vornehmen. Die Auswahl der

Mischungskombinationen konnte anhand der bisher bekannten Ergebnisse getroffen werden.

4.2. Frostschutzaktivitait von WAX9D, WAX9E und anderen
kryoprotektiven Proteinen

Als Bestandteil des Cryoprotectins (Hincha et al. 2001) zeigte WAX9D hier eine geringere
Frostschutzaktivitit, die vergleichbar ist mit der gemessenen 67 % / (mg - mL™") Aktivitit der
B-1,3-Glucanase aus Tabakpflanzen (Hincha et al. 1997a). Lektine zeigen mit 100 % /

(mg - mL™") Mistelextrakt oder 250 % / (mg - mL™) Samenproteinextrakt aus der Paternoster-
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erbse (Abrus precatorius) auch hohere Aktivitdtswerte als das schon genannte WAX9D (siche
Tab. 4.1). Das in der vorliegenden Arbeit iiberexprimierte und getestete WAX9E hatte mit 37 %
/ (mg - mL™") einen leichten messbaren Frostschutzeffekt. Dagegen zeigte Schilling (2003), dass
WAXO9E in E. coli iiberexprimiert keine Aktivitdt aufwies. Dies konnte auf die getesteten
Proteinkonzentrationen zuriick zu fithren sein, da in dieser Arbeit mit héheren Protein-

konzentrationen Aktivitdtsmessungen durchgefiihrt worden sind.

Tab. 4.1: Frostschutzaktivititen von verschiedenen Molekiilen

Frostschutz

WAXID WAXIE Cryoprotectin Lektine  p-1,3-Glucanase
/ (mg - mL™)

Vorliegende Arbeit 70 % 37% 273 %
Schilling 2003 3800 % 0 %
Sieg et al. 1996 375 %

Hincha et Schmitt 140 %
1992a

Hincha et al. 1993* 250 %
Hincha et al. 1997b* 100 %
Hincha et al. 1997a 67 %

*: Es wurde mit Lektinen aus Blétter von Viscum album (Hincha et al. 1997b) bzw. aus Samen von Abrus
precatorius (Hincha et al. 1993) gearbeitet. Der Verlust wiahrend dem Gefrier-Tau-Zyklus von dem 16s-
lichen Plastocyanin wurde als MaB fiir die Kryotoxizitdt verwendet. Der Verlust an Plastocyanin verhalt
sich umgekehrt proportional zu dem Erhalt des Thylakoidsmembranvolumens (Hincha and Schmitt
1992a). Infolgedessen wurde hier die Frostschutzaktivitit mit der Beziehung 100 — Kryotoxizitit % =
Frostschutzaktivitdt in % grob abgeschétzt und ermittelt. Mit der Annahme, dass sich die Frostschutz-
aktivitdt linear zu der Stoffkonzentration verhdlt, wurden die hier angegebenen Werte aus den
gemessenen Aktivititen extrapoliert.

4.3. Lipidtransferaktivititen von WAX9D- und WAX9E-Proteinen

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Lipidtransferaktivititsmessungen von WAX9E-
Protein stimmen mit den Ergebnissen von Schilling (2003) iiberein (siche Tab. 4.1). WAX9E-
Protein in E. coli oder Pichia pastoris iiberexprimiert besitzt deutlich das Charakteristikum
eines Lipidtransferproteins.

WAXO9D-Proteine, die in Pichia pastoris exprimiert worden sind, zeigten eine messbare
Lipidtransferaktivitit. Schilling (2003) zeigte aber in ihrer Arbeit, dass WAX9D-Proteine keine
Lipidtransferaktivitit besitzen, was die bisher verdffentliche Ergebnisse bestitigte (Hincha et al.
2001). In der vorliegenden Arbeit wurde WAX9D- und WAX9E-Proteinproben mit unter-
schiedlichen Konzentrationen getestet als in der Vergangenheit vorgenommenen Versuchen.
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Dies konnte die vorliegenden Ergebnisse erkldren, da der Lipidtransfereffekt erst bei einer

minimalen Proteinkonzentration messbar wird (siehe Abb. 3.10, Seite 38).

4.4. Vergleich von WAX9D- und WAX9E-Proteinen

WAX9D- und WAX9E-Proteine haben im Rahmen dieser Arbeit sowohl Lipidtransfer- als auch
Frostschutzaktivitdt gezeigt: WAXO9E verhielt sich wie ein typisches LTP und WAX9D zeigte
als Bestandteil des Cryoprotectins viel weniger Frostschutzaktivitit als das Cryoprotectin selbst.
Die Analyse der Aminosdurensequenzen (siche Abb. 4.1) zeigt neben den stark konservierten
Merkmalen der Lipidtransferproteine wie z. B. die 8 Cysteine oder die Aminosédure Tyrosin auf
Position 17 (Kader 1996) einen Unterschied in der Zusammensetzung von 30 Aminosduren. Die
Unterschiede sind zu =zahlreich um Aussagen zu treffen. Erst nach gezielten
Mutagenesenarbeiten (z. B. der gegenseitige Tausch des 50-Aminoséure langen vorderen Stiicks
zwischen WAX9D und WAXO9E) konnte unterschiedliches Verhalten bei den Experimenten

hervorrufen und Hinweise auf die Beziechung Aminosdure / Funktion verraten.

WAXSE ALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGP-LPRACCTGVSK
WAX9D ..8....8GY. ... LA.NA.AV.T...S..TS
WAXSE LNSMARTTPDRQQACRCLKTAASALGPNLNAGRAAGIPKACGVSVPFPISTNT - - -NCNNVK
WAX9D LN VG..N....TI.VA....L...... NI.YK..KT.---...S..

Abb. 4.1: Aminosiurensequenzen von WAX9D und WAX9E-Proteinen ohne Transitsequenz
(Hincha et al. (2001) fir WAXOE, Pyee and Kolattukudy (1995) fiir WAX9D)

Die Uberpriifung des Molekiils WAX9D im Bezug auf dessen mogliche posttranslationale
Modifikationen nach Uberexpression in Pichia pastoris konnte helfen, das hier gezeigte

abweichende Verhalten in vitro zu verstehen.

Der Vergleich von dreidimensionalen Modellen der WAX9D und WAXE-Molekiilen liefert
keinen Hinweis auf die unterschiedlichen Aktivititen, da die Modelle identisch sind (Abb. 4.2
und Abb. 4.3). Genauere Rechnungen wiren erforderlich um mogliche Unterschiede
darzustellen. Dennoch kdénnten unterschiedlichen Aktivititen auch aus anderen Griinden als aus
den nicht darstellbaren tertidren Strukturdetails erklért werden. Das Auftreten eines Hilfsfaktors
um eine korrekte Faltung zu gewihrleisten oder die Bindungsfahigkeit des WAX9D zu erh6hen

konnte eine auch plausible Erklarung sein.
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Abb. 4.2: Modell von WAX9D

Abb. 4.3: Modell von WAXIE
Die mit Computer gerechneten 3-Dimensionale Modelle von WAX9D und WAX9E wurden von Herrn

Dr. F. de Lamotte (INRA, Montpellier / Frankreich) freundlicherweise gefertigt und zur Verfiigung
gestellt. Hierfiir sei er herzlich bedankt.

Dariiberhinaus spielen vermutlich Dimere fiir die Funktion der Molekiile und deren Kontrolle
eine wichtige Rolle (pers. Mitteilung von de Lamotte).

Die Frostschutzwirkung des WAX9D konnte mit dem Auftreten Dimere verbunden sein.
Hincha et al. (1989) konnte anhand eines apparenten Molekulargewichts von 28,5 kDa auf einer
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Sdule die Anwesenheit von einem Multimer bei einer Cryoprotectinsfraktion zeigen, was deren
Frostschutzaktivitét erkldren konnte.

Die folgende Abbildung zeigt ein mit Computer gerechneten Dredimensionale-Model eines
moglichen WAX9-Dimers.

Abb. 4.4: Modell von einem WAX9D- Dimer
(Mit Computer gerechneten 3-Dimensionale Modell von Herrn Dr. F. de Lamotte, INRA, Montpellier /

Frankreich)
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5. Zusammenfassung

Es wurden die Lipidtransferproteine der WAX9-Familie WAX9D und WAX9E in Pichia
pastoris iiberexprimiert. Nach Optimierung der Proteiniiberexpression wurden die WAX9D-
und WAXO9E-Proteine ausgefillt, so dass sie mehrere Wochen gelagert werden konnten und
jederzeit fir Experimente zur Verfiigung standen. Nach Reinigung, Entsalzung und
Auftrennung der ausgefillten Proteine mit einem Kationenaustauscher wurden WAX9D- und
WAXO9E-Proteine auf ihre kryoprotektiven Effekt und Lipidtransfereigenschaften getestet. Im
Rahmen dieser Arbeit verhielten sich die WAX9E-Proteine wie die von Schilling untersuchten
WAXO9E-Proteine (2003) und =zeigten stark ausgeprdgte Lipidtransferaktivititen. Einen
Frostschutzeffekt konnte fiir das erste Mal den WAX9E-Proteinen ebenfalls nachgewiesen
werden. WAX9D-Proteine zeigten weniger Frostschutzaktivititen als das aus Kohlbléttern
isolierte und grob gereinigte Cryoprotectin aber #hnliche Aktivitdten wie die Lektine aus
Viscum album (Hincha et al. 1997b) oder die B-1,3-Glucanase aus Tabakpflanzen (Hincha et al.
1997a). Bei dem Lipidtransferexperiment wiesen WAX9D-Proteine auch messbare Aktivititen
auf, was bisher nicht gezeigt werden konnte. Das aus dem Kohl (Brassica oleracea) isolierte
Cryoprotectin zeigte einen vergleichbar leichten Lipidtransfereffekt wie WAXO9D. Die
dreidimensionale Modellisierung von WAX9D und WAXO9E zeigte keine Unterschiede und

kann somit das unterschiedliche in vitro Verhalten nicht erklaren.
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7. Anhang

7.1. Vektorkarte

pPICZo A,B,C (3.6 kb)

c-myc epitope 6xHis @I

AO*,
]7, \/BamH |

pPICZ %?

and g
pPICZa
A,B,C

&
A
Bgi i Ol

Abb. 7.1: Physikalische Karte des Expressionsvektors pPICZa A (Invitrogen)
5"AOX1 Promotor region: bases 1-941

5" end of AOX1 mRNA: base 824

5"AOXI1 priming site: bases 932-1011

: bases 932-1011

3"AOX priming site: bases 1159-1179

3’end of mRNA: bases 1250

AOX1 transcription termination region: bases 1078-1418
Fragment containing TEF1 promotor: bases 1419-1830
EM?7 promotor: bases 1831-1898

Sh ble ORF: bases 1899-2273

CYCl transcription termination region: bases 2274-2591
pUC origin: bases 2602-3275

Fiir die Uberexpression von WAX9-Proteinen wurde ein Stopkodon hinter der Multicloning site
gesetzt.
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7.2. Abkiirzungen

A. bidest
ca.
EDTA
rpm

i. N.

Aqua bidestillata

circa
Ethylendiamin-Tetraessigsdure
round per minute

tiber Nacht
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