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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Hefen als Untersuchungsobjekt

Die gemeine Backerhef8accharomyces cerevisigghtrt zum Organisationstyp der
Pilze. Durch die industrielle Anwendung sind sie und ihre Arten die belstanted am
besten untersuchte Hefe. Verwendet wird sie u.a. bei der Biethergte
(Ethanolproduktion), beim Backen oder auch als Nahrungsmittelerganzucly érei
Protein und Vitamin B). Sie wird in ihrer Struktur und Funktion den eukasaren
Zellen zugeordnet. Durch den eukaryonten Charakter der Zellen konnteis besiet
Entdeckungen auf die menschlichen Zellen tbertragen werden, z. B. wur@&ahdite

der Glykolyse und Garung zuerst sgiccharomyces cerevisiaafgedeckt.

Ihr DNA-Gehalt ist allerdings relativ gering, weshalb siediesem Punkt eher den
Prokaryonten gleicht. Die Hefe ist ein beliebtes Objekt zur &afamg metabolischer
und zytologischer Fragen, da ihr kleines haploides Genom die Mutantstelleg
beglnstigt und sie als Einzeller in der Anzucht anspruchslos und zeidindhaben
ist. Hefezellen sind von einer Plasmamembran umgeben, die ausdeipeelten
Schicht aneinander gereihter Phospholipidmolekile besteht. Sie ist nahezu
undurchlassig fur hydrophile Molekile wie Kohlenhydrate. Die KohlenhydrkatieoSe,
Fruktose und Mannose sind die Hauptenergiequelle der Zelle, ebenso seuttlsie
Ausgangsstoff fir den Aufbau anderer lebensnotwendiger Substanzen. &naznen
BackerhefeSaccharomyces cerevisidangieren sie als Brennstoff, Energiespeicher,
Stoffwechselzwischenprodukte und auf3erdem sind sie ein wichtigernBiestader

Zellwand.

Seit langer Zeit ist der Zucker Galaktose wegen seiner induktiziekte bei
Saccharomyces cerevisi@en besonderem Interesse. Die Anwesenheit von Galaktose
im Medium bewirkt, dass das GAL2 Gen einen Galaktosetransporter, die
Galaktosepermease Gal2, kodiert. Da es fir Galaktose im Zeimimaruninduzierten

Zustand keine katabolen Stoffwechselwege gibt, missen bei der InduktioGeshe
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kodiert werden, deren Produkte Galaktose in Glukose-1-phosphat umwandelrstBas er
Enzym, die Galaktokinase (Gall), phosphoryliert Galaktose zu Galakiplsesphat.
Diese phosphorylierte Galaktose Ubernimmt dann eine Uridylgruppe von
Uridindiphosphat-Glukose durch die Galaktose-1-phosphat-Uridyl-TransfeEadé).(

Die Galaktoseeinheit der UDP-Galaktose wird darauf zu Glukoseegpiert, dabei
wird die Hydroxylgruppe der Galaktose am C-4 durch die UDP-Galaktdg@merase
(Gal10) umgekehrt. Die Summe der Reaktionen, die von Galaktokinase, efasmsf

und Epimerase (Leloir-Enzyme) katalysiert werden, ist:

Galaktose + ATP- Glukose-1-phosphat + ADP +'H

Die Expression der 4 Gene GAL1, GAL2, GAL4 und GAL10 erfolgt koordiniad
unterliegt im Wesentlichen zwei Kontrollmechanismen [Lagunas93plef®7]
[Ozcan99]. Die Anwesenheit von Galaktose bewirkt die oben beschriebeneidndukt
wahrend Glukose den gegenteiligen Effekt, eine Repression der Eheymoeruft. Bei

der Repression werden die Leloir-Enzyme irreversibel katabolisbbebaut,
wahrscheinlich durch Proteolyse. Dieses Phdnomen wurde 1976 von Holzer als
Katabolitinaktivierung bezeichnet [Holzer76]. Durch Glukose induziertd wier
Transporter Gal2 durch Endozytose internalisiert und in der Vakuole aligeba
[Horak97].

Die Induktion und Repression der Funktionsproteine ist sehr komplex, sievewird
sogenannten Signal-Genen (GAL3, GAL4, GAL80) gesteuert. Bei derkiGsda
Induktion kodiert das Gen GAL4 einen Aktivator fur die Transkription der &&ne
(GAL1L, GAL2, GAL7 und GAL10). In nichtinduzierten Zellen verhindert das Produkt
eines anderen Gens, das GAL80 Gen, diese Aktivierung durch GALA4. In indnzier
Zellen dagegen kodiert ein weiteres Gen GAL3 ein Protein, daskdieierung von
GALBO ausschaltet. Dabei ist das Gal3 Protein ahnlich der Galaksekiitzall), es
bindet wie diese ATP-abhangig Galaktose, ohne jedoch eine nachweisbare

Galaktokinase-Aktivitdt zu besitzen und inhibiert in dieser Form GALBi&se
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Hemmung aktiviert wiederum die Transkription der GAL Gene. DarUlmauli scheint
es noch weitere Signal GAL Gene mit bisher noch unbekannter Funktion zu geben.
Repression von Transkription durch Glukose ist ein verbreiteter KontefiBmesmus,
der nicht nur die GAL Gene, sondern auch viele andere Gene verschiedener
Stoffwechselwege beeinflusst. Der Mechanismus wurde besondersSh#if Gen
untersucht, welches das Enzym Invertase kodiert. Komplexer gessilte die
Regulation der GAL Gene. Die Anwesenheit von Glukose schaltet den wetukti
Effekt von Galaktose aus. Eine ganz wesentliche Rolle spielt dabélemmung des
GAL4 Aktivators. Das MIG1 Gen hat eine Doppelrolle: Auf der eingeSeduziert es
den GAL4 Aktivator und auf der anderen Seite hemmt es direkt die $Sx@nevon
GAL Genen. Die Tatsache, dass bei Mutanten ohne das MIG1 Gen desstepmicht
vollstandig ausgeschaltet ist, wird als Hinweis auf die Existeeiterer Elemente

gewertet.

1.2 Transport von Hexosen in Saccharomyces cerevisiae

Hefezellen der Gattun§accharomyces cerevisimehmen Glukose nach dem Prinzip
der erleichterten Diffusion auf [Fuhrmann76] [Fuhrmann89(1)] [MaierO0&.®lukose
wird von Carriern transportiert, die alle Mitglieder der “Zuckamsporter—
Superfamilie” sind. Es existiert dabei eine Vielzahl von Genenudterschiedliche

Hexosetransporter unter bestimmten Bedingungen exprimieren kdnnen.

Mittlerweile sind in der Gattungsaccharomyces cerevisiamvanzig verschiedene
Hexosecarrier Gene bekannt. Dazu gehoéren die Gene HXT1-HXT17 und GAL&, sow
die zwei Glukosesensorgene SNF3 und RGT2 [Kruckeberg96] [Boles97] [Ciriaay97]. |
ihrer Funktion als Sensor fur extrazellulare Glukose kdnnen letzireratrazellulares

Signal fur die glukoseinduzierte Transkription der HXT-Gene erzeugen.
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Abbildung 1.2.1: Kruckeberg 1996, Dendrogramm uber die Sequenzdleith der

Hexosetransporter vddaccharomyces cerevisiae

Die Vielzahl von Zuckertransportern stellt die Frage nach dem eNufir die
Hefezellen. Unter naturlichen Bedingungen missen die Hefen in der deg, auf
hohen Hexosekonzentrationen von 5 M bis zu kleinsten Konzentrationen von weniger
als

10°M effizient zu wachsen. Mit verschiedenen,-Werten und individueller
Regulation der einzelnen Hexosetransporter passen sich die Hefen dezschiedenen
Umweltbedingungen perfekt an. Die kinetischen Eigenschaften kénnen sowohl
posttranslationalen Modifikationen unterliegen, also auch Modifikationen durch

gegenseitige Interaktion oder mit anderen Proteinen [Kruckeberg96].

Um die Funktion und die Rolle in der Regulation im Zuckerstoffwechseljesdie
kinetischen Eigenschaften der einzelnen Transporter zu klaren, wurdeanté&fut
hergestellt, die jeweils nur ein Gen oder keines der physiologaelanten HXT

Transporter Gene besitzen [Reifenberger95].
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1.2.1 Affinitaten der Glukosetransporter Hxt1-4, Hx  t6-7und Gal2

Andreas Maier hat in seiner Doktorarbeit (2001) kinetisch den Gluaosetrrt in den
physiologisch relevanten Mutanten HXT1, HXT2, HXT3, HXT4, HXT6, HXT7 und
GAL2 durch schnelle Aufnahmen in den Zellen und durch Gegentransportversuche i

Plasmamembranvesikeln charakterisiert.

1 2
Lo C—IHxt6, Km 1.4, 0.9
1 = Hxt7, Km 1.9, 1.3
1.0+ T Hxt2, Km 4.6, 2,9
€ ' e
E o8] 2. S Hxt4, Km 6.2, 6.2
N 17 — 2222 Hxt3, Km 34, 29
0.6 1 H
2 _ . B Hxt1, Km 129, 107
s ol ||| HE 2
I —HH 1
0.2- =S L2
T EETNI NN 22 12
0.0 = = 022 P70
Hxt6  Hxt7 Hxt2 Hxt4 Hxt3 Hxtl
glucose transporter
Abbildung 1.2.2: Die Balken der Graphik zeigen die Affinitat (1jKder verschiedenen

Glukosetransporter. Die mit 1 gekennzeichneten@uatieben die berechnete

Affinitat aus Gegentransportversuchen an Plasmamsmbsikeln und unter 2

aus schnellen Aufnahmen an intakten Zellen erhokéerte wieder. Aul3erdem

sind die jeweiligen K-Werte unter 1 und 2 bei den Kennzeichnungen der

Balken angegeben (Werte aus der Doktorarbeit Asdvésier, 2001).
Wie aus der Abbildung 1.2.2 besonders gut zu erkennen ist, decken die
Glukosetransporter nahezu nahtlos durch verschiedene Affinitaten einenn grof3e
Glukosekonzentrationsbereich ab. Diey-Werte fur den Glukosetransport des
Galaktosetransporters Gal2 lagen bei einer hohen Affinitat méeneikK,-Wert von
1,5mM sowohl in den Gegentransportversuchen als auch in den initialen

Aufnahmeversuchen [MaierO1].
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1.2.2 Das Prinzip der ,facilitated diffusion®

Das Phanomen des Gegentransportes wurde zuerst von Rosenberg und Wilbrandt
experimentell gezeigt [Rosenberg57]. Nach Modellvorstellungeneekstrisich der
Carrier quer durch die Lipiddoppelschicht, verbindet sich auf der einde 8er
Membran mit dem diffundierenden Teilchen und lasst es auf der andersn S
abdissoziieren. AuRerdem kann der Carrier ,auf dem Rickweg* wiedesneleres
Teilchen mithehmen, so dass auch verschiedene Zucker in die jemigdg@ngesetzte
Richtung transportiert werden kénnen. Der Konzentrationsgradient -eifiegnaf
Zuckers treibt dabei einen zweiten affinen Zucker aus dem Glewtige es erfolgt ein
Transport entgegen dem Konzentrationsgefalle (GegentransportGégemtransport
funktioniert auch mit einer radioaktiv markierten und einer unmarkidfm von
Substraten der gleichen Molekularstruktur und wird als Iso-Gegentrarsz@michnet
[Wilbrandt61]. Die Substrate werden also energieunabhangig entlangs eine
Konzentrationsgefélles transportiert. Dieser gekoppelte Transparakterisiert den
Transportprozess als sogenannte ,facilitated diffusion”. Diesesema@rmittelte
Transportsystem weist eine Kinetik nach Michaelis und Menten aafTansportrate

ist der Substratkonzentration proportional, d. h. nach Sattigung eines Ttarspor
erreicht sie ihren Maximalwert. Dieser Maximalwert kannhabei weiterer Erhéhung
der Substratkonzentration nicht uberschritten werden (maximale
Transportgeschwindigkeit M. FUr verschiedene Substrate existieren spezifische
Carrier. Eine Ausnahme hierbei bildet der Gal2 Transporter innHetevie der Glutl
Transporter in tierischen Zellen, die sowohl Galaktose als auch @lukud andere

Zucker transportieren konnen.
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1.2.3 Madgliche Ahnlichkeiten der Substraterkennung im Gal2 bei Hefen

und im Glutl bei tierischen Zellen

Obwohl zum Beispiel die Aminosédurensequenz des hochaffinen Glukosetrarssporte
Hxt2 zu 70% mit der Aminosaurensequenz des ebenfalls hochaffinen
Galaktosetransporters Gal2 Ubereinstimmt, transportiert Hxt2 nuko&t, Gal2

hingegen Glukose und Galaktose [Bisson93] [Nishizawa95].

FUr den Galaktosetransporter Gal2 der Hefe scheinen die aromati&otirosauren

Tyr**® und Trg®® im transmembranen Segment 10 (TM10) wichtig fur die
Galaktoseerkennung zu sein [Kasahara96] [Nishizawa95] [Kasahara9¥]fabden
Kasahara et al. heraus, indem sie mit Hilfe von galaktosehal#gmrplatten 19
verschiedene Galaktosetransport positive Mutanten herstellten, eieTwft*® an
entsprechender Stelle wie Gal2 enthielten [Kasahara97]. Beudatems Tyt*® durch

eine der anderen 19 Aminosauren zu ersetzen, verschwand die Transp@italewi
resultierenden Transporters. Ebenso reduzierte sich die Transpoiakteii Wechsel

von Trpg*® gegen eine andere der 19 Aminoséuren von 0 bis auf <20% dessen, was der
Wildtyp-Galaktosetransporter Gal2 aufweist [Kasahara/Maeda98].

70 von Hxt2 mit

Ein Austausch der korrespondierenden Aminosaurei*Phed Ty
Tyr**® und Trpg°° ergab, dass der Glukosetransporter Hxt2 nun in der Lage war, wie

Gal2 auch Galaktose zu transportieren.
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Um die Rolle der aromatischen Aminosauren fir den Zuckertransporaneren
Mitgliedern der Zuckertransporterfamilie zu untersuchen, wurde itfeé Ber DOMO
Datenbank nach den Positionen gesucht fur aromatische Aminoséuren, die in
Zuckertransportern und verwandten Proteinen zu finden sind. Vierzehn solcher
Positionen enthalten eine aromatische Aminosaure in mehr als 7563 dmlisteten
Proteine. Jede einzelne dieser Positionen konnte gezielt durch ,rantgedirested
mutation” und Selektion der galaktosetransport-positiven Klone untersuddemwéas
Ergebnis waren drei Aminosaurepositionen innerhalb des Galaktosetrarspsai2,

die ausschlaggebend fur den Galaktosetransport sind [KasaharaOO@ahdedt sich

um Tyr>?auf dem extrazellular gelegenen transmembranen Abschnitt 7, ufif ifiyr

der Mitte von TM10 und um Pf.in der Mitte von TM12 gelegen.

S
%%%%%%3

Abbildung 1.2.3: Die Struktur von Gal2 basiert auf einem Modell vorolf transmembranen
Segmenten [Baldwin93].
Dargestellt sind nach Kasahara et al. vierzehn Asénrenpositionen im Gal2
Transporter, die eine aromatische Aminosaure inrnmak 75% der 63
untersuchten Proteine (DOMO Datenbank, DMO0035, Bépeng im
Einbuchstabenkode) enthalten [Kasahara00(1)].
Die kritischen Aminosauren T3¥, Tyr**® und Ph&”* sind in schwarzen, die
anderen elf in weil3en Késtchen dargestellt.
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Der Glukosetransporter  Glutl tierischer Zellen gehért zur gleiche
Glukosetransporterfamilie wie auch Gal2 in Hefezellen. Er tratispowie der Gal2
Transporter sowohl Galaktose als auch Glukose. Deshalb erwartetdenaiesem
Transporter eine &hnliche Art der Substraterkennung wie beim Gal2. De
Molekularmechanismus des Zuckertransportes ist besonders bei Glutdivirderch
Austausch verschiedener Aminosauren in der Sequenz der Transporteuahmters
worden. Es stellte sich heraus, dass bei Austausch bestimmterogéuren die
Glukosetransportgeschwindigkeit ganz oder teilweise abnahm, sowieasah die

Empfindlichkeit gegenlber bestimmten Hemmstoffen anderte [Kasahara98].

Um den tierischen Glukosetransporter Glutl und den Galaktosetranspal?evdh
Hefen zu vergleichen, wurde die Rolle der zwei Aminoséauref Rhel Trp®®in Glutl
von Ratten untersucht. Diese beiden aromatischen Aminosauren entsprealen i

Aminoséurensequenz den Positionen vorf*fymd Trg>°im Gal2 (s.0.).

Kasahara et al fanden heraus, dass die Transportaktivitat fir Gldkesgerischen
Glutl bei Austausch von Trp® (entspricht dem T¥f° bei Gal2) durch eine der anderen
19 Aminoséauren und Expression der veranderten Transporter in HefeZztletalls

nicht mehr signifikant nachweisbar ist. Auch der Austausch vorf Hié %entspricht

dem Trp¥>° bei Gal2) mit anderen Aminoséuren reduziert die Glukose-Transportaktivita
auf <25% von der Transportaktivitdt des Wildtyp-Glutl [Kasahara98]. uSaeagibt

sich, dass Tr}® am zytoplasmatischen Ende von TM10 essentiell und’Piwvichtig

fur den hochaffinen Glukosetransport sind. Jedoch konnte kein signifikanter

Galaktosetransport in diesem Hefesystem am Glutl nachgewiesen werden.

Die kinetischen Eigenschaften beider Transporter sind jedoch sehchéahbler
Galaktosetransporter Gal2 der Hefe und der tierische Glukosetranspgelitl
transportieren Glukose mit einer hohen Affinitat. Aul3erdem bevorzugen Gal2 und Glutl
in  Versuchen mit verschiedenen Zuckern eindeutig D-Glukose als Substrat
[Kasahara98]. Der Hauptunterschied in der Struktur von Galaktose und Gligigghse

der Region um C-4. Deswegen ist es wahrscheinlich, dass die beateatiachen
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Aminosauren im transmembranen Segment 10 der beiden Transporter G&2utind
eine wichtige Rolle in der Erkennung der C-4 Region von Monosaccharidelerspi
konnten. Seatter et al. haben ahnliche Beobachtungen im TM7 von Glut2/3 urtt der C

Position von D-Glukose gemacht [Seatter98].

Bei menschlichen Zellen findet sich Glutl u.a. in Erythrozyten urmBstwichtig beim
Glukosetransport durch epi- oder endotheliale Barrieren, wie der BhtSghranke.

Der Kn-Wert beim menschlichen Glutl betragt bei 20°C fur Glukose 1,6 mM und fur
Galaktose 12 mM [Stein90].
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1.3 Ziel der Arbeit

Das Vorhandensein einer Mutante (RE700A Nullmutante) ohne Glukosetransporte
bietet sich gerade dazu an, den Galaktosetransporter Gal2 fur démo&etransport an
Hefezellen zu untersuchen. Fir diese Untersuchungen mussen jedoch ebhst dur
Galaktose-Induktion funktionelle Galaktosetransporter induziert werden.iner e
vorausgehenden Doktorarbeit hatte bereits Andreas Maier gezegytjutah Galaktose

der Galaktosetransporter Gal2 in der Nullmutante Gal2 induziedewekann, der
Glukose nach dem Mechanismus der facilitated diffusion” transpiaristaierO1]. In
dieser Arbeit steht jedoch die Kinetik des GalaktosetransportesGaf2 im
Vordergrund. Die genaue Kinetik sollte mit Hilfe von Gegentranspaiiedien an
praparierten Plasmamembranvesikeln und in sogenannten initialen Aufnasucbes

an intakten Zellen der Nullmutante bestimmt werden. Mit dem Gegegort und der
initialen Aufnahme von Galaktose in intakten Zellen besitzt man mwabhangige
Versuchsansatze, aus denen sich gieud VinaxrWerte berechnen lassen. Diese Werte
zusammen mit den kinetischen Daten fur Glukose am Gal2 sind von besonderem
Interesse, um sie mit den kinetischen Daten des tierischen Tramsp&iutl zu
vergleichen. So konnten  moglicherweise die  kinetischen  Daten des
Galaktosetransporters Gal2 von Hefen auf eine funktionelle Verwanfitschadem

tierischen Glutl hinweisen.

Des Weiteren sollte in der Nullmutante die Kinetik der Repoessides
Galaktosetransporters durch eine sogenannte ,Glukoseshift* im \éarglem Wildtyp
untersucht werden. Beim Wildtyp wird durch die Anwesenheit von Glukose eine
Repression von Enzymen hervorgerufen und die Leloir-Enzyme werden sibaber
katabolisch durch Proteolyse abgebaut. Der Transporter Gal2 selfast dwich
Endozytose internalisiert und in der Vakuole degradiert. Dieser kaerpdizAblauf
durch Glukose ist ein verbreiteter Kontrollmechanismus, der nicht nugAlieGene,
sondern auch viele andere Gene verschiedener Stoffwechselwege ubseiriiei
verschiedenen Mutanten wurde bereits festgestellt, dass die stepneisht vollstandig

ablauft. Diese Tatsache dient als Hinweis auf die Existenz weitererolel@imente.
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2 Material und Methoden

2.1 Hefezellstamme & Stammhaltung

Folgende Hefestamme wurden fur die vorliegende Arbeit verwendet:

A. Saccharomyces cerevisis#C996A Wildtyp )
MATa ura3-52 his3-11,15 leu2-3,112 MAL2 SUC 2 GAL MEL

Wildtyp: Die Hefezelle besitzt samtliche natirlicherweise

Glukosetransporter.

B. Saccharomyces cerevisig&700 Nullmutante)
MATa ura3-52 his3-11,15 leu2-3,112 MAL2 SUC 2 GAL MEL

hxtld::HIS3:: 4hxt4 hxt5::LEU2 hxtA::HIS3 hxt::LEU2:: 4hxt6 hxt7::HIS3

Nullmutante:Die hxt1-hxtZNullmutante exprimiert keinen Glukosetransporter.

Die Hefestamme wurden freundlicherweise von Prof.ED Boles, Institut fir Mikrobiologie, Heinrich-
Heine-Universitat, Universitatsstrasse 1, 40225sBlaorf, zur Verfiigung gestellt.

StammbhaltungSie erfolgte unter Luftabschluss bei 4°C auf Agarnahrbdden.

a) Wildtyp:

2% Galaktose
2%Agar-Agar
1% Hefeextrakt
1% Pepton

2% Glukose
2% Agar-Agar
1% Hefeextrakt
1% Pepton

b) Nullmutante:

Aqua destillata Aqua destillata

Die einzelnen Bestandteile wurden autoklaviert und anschliefend irscRalen

gegossen. Die durch Abkuhlen fest gewordenen Nahrbéden stellt man

Aufbewahrung in den Kuhlraum.

Anschlie3end Uberimpft man die Hefezellen mit einer Impfése unigfichst sterilen

Bedingungen auf eine Agarplatte. Im Anschluss daran missen denRfattParafilm

vorhandene

Zur
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luftdicht verschlossen und bei ca. 30°C mindestens 24-48 Stunden inkubiert wesden, bi
sich die Zellen ausreichend vermehrt haben.

Eine Verunreinigung der Platten wird dadurch vermieden, dass in @Egjgem
Abstanden Hefezellen auf neue Agarplatten Gbertragen und inkubiert werden.

Um einzelne Hefekolonien zu erhalten, streicht man die frisch getéa Hefen der
Nullmutante auf neuen Galaktose-Agarb6éden diunn aus. Die nach einiger Zeit
gewachsenen Kolonien werden mit Zahlen markiert.

Um die Moglichkeit einer Ruckmutation des HXTO-Stammes bezuglich de
ausgeschalteten Glukosecarrier auszuschliel3en, streicht man die nutam&aéonien

auf einer ebenfalls nummerierten Glukose-Agarplatte neu aus. Ablednenden
Wachstum der Hefezellen kann eine RuUckmutation der jeweiligen Kolonie

ausgeschlossen und diese fir die Versuche verwendet werden.
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2.2 Kultivierung der Hefe & Ernte

2.2.1 Nahrmedien

Zusammensetzung der Nahrmedien:

Glukosemedium:  Glukose 2%
Pepton 2%
Hefeextrakt 1%

Polypropylenglykol (Antischaum) nach Bedarf
Aqua destillata

Uracil 50 mg/ml

Galaktosemedium Galaktose 2%

Pepton 2%

Hefeextrakt 1%

Polypropylenglykol (Antischaum) nach Bedarf
Aqua destillata

Uracil 50 mg/ml

Maltosemedium : Maltose 2%
Pepton 2%
Hefeextrakt 1%

Polypropylenglykol (Antischaum) nach Bedarf
Aqua destillata

Uracil 50 mg/ml

Glukosemedium fir den Shift—-Versuch Zusammensetzung wie bei Glukosemedium

(s. 0.) mit Glukose 5%
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Damit sich zu Beginn der Anzucht alle Hefezellen in der gleich&achstumsphase
befinden, erfolgt zunachst eine Anzucht in Vorkulturen zu je 250 ml. All&ohoiren
haben die gleiche Zusammensetzung. Den Vorkulturen fir die Nullmut&®e0R
werden statt Glukose Galaktose zugegeben. In Vorversuchen zeigtasishgllen Vor-
und Hauptkulturen von MC996A und der Mutante RE700A zusétzlich 50 pg/ml Uracil
zugegeben werden muss, da sonst das Wachstum gehemmt ist.

Um eine Karamellisierung zu vermeiden, wird die Kohlenstoffqueizegnt vom
Hefeextrakt-Pepton-Gemisch autoklaviert. Sie wird erst zu BedgmnAnzucht unter
sterilen Bedingungen zum Hefeextrakt-Pepton Gemisch dazugegeben.

In das jeweilige Nahrmedium Uberimpft man mit einer ausgegliintpfbse jeweils
eine einzige Hefezellkolonie, anschlielend werden die Kolben mit Adufol
verschlossen und fur etwa 36 Stunden bei 30°C in den Schuttler gestellt.

Die Zellen werden solange gezichtet, bis sie die stationaree Riwes mehr als
2*10° Zellen/m| (per definitionem nach drei Tagen) erreicht haben. Hiefen werden

zur Anzucht verwendet.

Die Zellzahlen kénnen mittels einer Thoma-Zahlkammer unter demmtnhikroskop

(40 fache VergroRerung) ausgezahlt und gleichzeitig auf bakteKeligamination
Uberprift werden. Zu den Vorkulturen gibt man dann Ampicillin (10 pg/ 100 ml), um

bakterielles Wachstum zu verhindern.
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2.2.2 Kultivierung der Hefen

Die Anzucht der Hauptkultur erfolgt dann als Batch-Kultur in einenZ@eihalskolben
im Warmwasserbad von 30°C. Allen Hauptkulturen wird ebenfalls 50 ng/ndilUra
zugegeben. Die Hauptkultur beltftet man mit gefilterter (Géasfdter) Luft Uber zwei
Glasfritten, um das aerobe Wachstum der Hefe sicherzustellereity®chaumen der
Kultur zu vermeiden, werden einer 6 |-Kultur 2 ml (bei Bedarf auch neshey 5%igen
Polypropylenglycollésung zugesetzt. Je nach Erntezeitpunkt der Vorkalpit man
mit verschieden hohen Zelltitern an, héchstens jedoch mit’ Zdlten/ml.

In regelmafigen Abstanden werden unter sterilen Bedingungen mit&iaspipette
Proben aus der Hauptkultur entnommen, der Zelltiter mittels Thomaaféhier

bestimmt und Verunreinigungen der Kultur ausgeschlossen.

2.2.3 Wachstumsphasen der Hefen

Nach Beimpfen der Hauptkultur benottigen die Hefezellen erst eimsgge Zeit, bevor
sie mit ihrem Wachstum beginnen, diese Phase nennt man die ,lsg-PAa diese
Phase schlief3t sich das exponentielle Wachstum der Zellen apexgienentielle
Phase”. Diese kann in eine frihexponentielle, eine mittelexponentielle eine
spatexponentielle Phase unterteilt werden. Nachdem das Nahrsab&jediraucht ist,
gehen die Zellen in die ,stationdre Phase” Uber. In der friheworsisgn Phase kann
den Hefezellen das wéhrend der Zeit des Substratiberangebots ansTeihaler
bereitgestellten Glucose fermentierte Ethanol wieder alsggigtieferant zur Verfligung
stehen. Nach einer kurzen Ubergangszeit sind sie in der Lage, tdasolEzu

metabolisieren und treten dann nochmals in eine kurze Wachstumsphase ein.
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lag-Phase: Zellzahl bleibt unverandert- Dauer etwa zwei Stunden
frih-exponentielle Phase:  2-3*1Bellen/ml

mittel-exponentielle Phase: 4-5*1Bellen/ml

frih-stationare Phase: 1-2¥Rellen/ml
stationére Phase: 2¥Rellen/ml
spat-stationare Phase: nach drei Tagen; das Hefewachstum sistiéltigndg

Um gleiche Ausgangsbedingungen bei den Messungen zu gewahrleistdan \dex
Zellen geerntet, bevor sie in die stationdre Phase eintreten,inalder mittel- bis

spatexponentiellen Phase. Diese Phase entspricht einem Zelltiter von’Zeét&a/ml.

2.2.4 Ernte

Die Ernte erfolgt dann in der spat-exponentiellen Phase bei t&®lltium 6-
9*10’ Zellen/ml durch zehnminiitiges Abzentrifugieren bei 10400 g (8000 rpm, Sorvall
GSA). Das Pellet wird noch zweimal in 250 ml Bechern mit eiskalqua bidestillata
gewaschen, nachdem der Uberstand verworfen und das Pellet resuspandiertDie

Aufbewahrung erfolgt auf Eis, um ein erneutes Wachstum zu verhindern.
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2.3 Batchkultur mit anschlielRendem Glukoseshift

Nachdem die Batch-Kultur mit Galaktose/Maltose flr die NullmetdXE700 und mit
Glukose als Kohlenstoffquelle fur den Wildtyp gentigend hochgewachseridkigt die

Ernte von 1,5 | Kultur der insgesamt 6 | Kultur. Die geernteten Zellnden wie oben
beschrieben gewaschen.

Der Rest der Kultur kann dann mit 5% Glukose im Hefeextrakt-Pepton Medium beimpft
und jeweils zu bestimmten Zeitpunkten 1-1,5 | (je nach bendtigter Zejehaeyeerntet

und gewaschen werden.

Nach dem Waschen folgt das Einstellen des Zytokrits auf 10%. UHveezden zwei
verschweildte Messkapillaren fur funf Minuten bei 13250 g in der Biofuge (119000
Heraeus Christ) gegeben. AnschlieRend wird der Zytokrit mittieler eSchablone

bestimmt.

2.4 Methode der initialen

Glukoseaufnahme/Galaktoseaufnahme

Der Nettotransport (Nettoflux) von Glukose durch einen Transporter elenetnbran

errechnet sich aus der Differenz von Einwartstrom (Influx) und AuswartsstridionxjE

Nettoflux= Influx — Efflux|

Nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen radioaktiv markientdio& hemmt

man die Glukoseaufnahme nach 5 Sekunden fast vollstandig durch Zugabe voereiskal
Sorbitollésung. Da ein selektiver Hemmestoff des Glukosetransportéetiezellen nicht
bekannt ist, kann man den Transport nicht vollstandig hemmen. Das ,Abstopgen” de
Glukosetransportes erfolgt durch den Temperatursprung von 25°C auf Eisbadtampe
und das Verdinnen der Hefesuspension mit 10 ml Sorbitolldsung. Sorbitol soll dabei
die unspezifische Adsorption von Glukose an Hefezellen und Glasfaserfilterngadra

Der wahrend des nun folgenden Waschens mit eiskaltem Aqua bidestdtateibende
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Resttransport kann als vernachlassigbar klein angesehen werden.dere Hefezellen
vorhandene Glukose kann danach Uber die Messung der vorhandenen Radioaktivitat
rechnerisch bestimmt werden. Die Uberlegung hinter dieser Vedsirch§iihrung ist

die Annahme, dass die Aufnahmedauer fir Glukose mit 5 Sekunden so kurzzngese
ist, dass keine signifikant hohe Glukoseinnenkonzentration erreicht werden ka
welche einen Efflux von Glukose bewirken wirde (Modell des Influx mitBchaelis-
Menten-Kinetik). So kann man davon ausgehen, dass man die initiale Gedighkeit

der Glukoseaufnahme gemessen hat.

Da die Methode fir die initiale Glukoseaufnahme und die der initialen
Galaktoseaufnahme prinzipiell die gleiche ist, wird sie an di&elle zusammen

abgehandelt. Auf Unterschiede wird hingewiesen.

2.4.1 Vorbereitung

24.1.1 Pufferwaschung (0,1M NaH,PO0,4 bei pH 6,5)

Zunachst werden zweimal 3 ml der 10% Hefesuspension in abgewogemnRgaser
geflllt und diese auf 10 ml mit dem Puffer aufgefullt und finf Minuten25©0 g
(4000 rpm, Beckmann GPR) bei 4°C zentrifugiert. Dieses Vorgehen wicd na
Verwerfen des Uberstandes und Resuspension des Pellets noch amienteaholt und
anschlieBend der Zytokrit auf 10% in 0,1 M N&&, bei pH 6,5 eingestellt, d.h. man
fullt die Réhrchen (nach Abzug des Rohrchenleergewichts) mit eipett® und dem
Puffer auf 3 g auf. Die Suspension wird wéahrend des gesamten Vorgangéshst
standig eisgekuhlt. Auch die Zentrifugen werden zu Beginn der Waschung vorgekunhlt.
Fur die Transportmessung legt man unter gelegentlichem Aufschiuter
10%Suspension (Vortex) jeweils 0,1 pl in Reagenzglasern vor undsstebiuf Eis.
Kurz vor Versuchsbeginn werden dann die Ro6hrchen mit der vorgelegten

Hefesuspension 2-3 min im Warmwasserbad bei 25°C wieder angewarmt.
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24.1.2 Herstellen der Zuckerlésungen fur die Fiunf-Sekunden Aufnahme

Man stellt die Glucoselésungen mit der doppelten der fur den Versuchigbemo
molaren Menge her, da im Versuch die Glucoselosung und die Hefegetisien 1:1
gemischt werden, und die Glucosekonzentration dann wieder der gewinschten
Versuchskonzentration entspricht. Der Anteil d¥€-Glucose in den Lésungen
1-100 mM betragt 6 pCi/ml, in den Lésungen 160 - 400 mM betragt er 12 pCi/ml.

Es werden acht verschiedene Glukosekonzentrationen fir die Glukoseaufnahme und

sieben verschiedene Galaktosekonzentrationen fir die Galaktoseaufnahme verwendet.

Glukosekonzentrationen:
1;2;10;20;40;100; 160 ; 200 mM Glukose in 0,1M prEBf mit
6 pCi/mlI**C-Glukose fiir die Konzentration1-100 mM
12 pCi/mi**C-Glukose fiir die Konzentration 160-200 mM

Galaktosekonzentrationen:
2;10;20;40; 100 ; 200 ; 400 mM Galaktose in pR®} mit
3 puCi/mi**C-Galaktose fiir die Konzentration 2-100 mM Galaktose in JR&M
6 pCi/ml**C-Galaktose fiir die Konzentration 200-400 mM Galaktose in,R&x

Die radioaktiven Losungen befinden sich zu Versuchsbeginn im 25°C warmen
Wasserbad.
Zum Stoppen der initialen Glukoseaufnahme bendtigt man eisgekihlte 200 mM

Sorbitollésung. Die Filter werden mit eisgekthltem Aqua bidestillata gespililt.
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2.4.2 Versuchsablauf der schnellen 5s Aufnahmen

Jeweils 10Qul heil3e Glukose/Galaktose werden zu fil0MHefesuspension zugegeben
und kurz auf einem Ruttler aufgeschittelt. Nach exaktwsrd der Transportvorgang
mit 10ml eisgekihlter 0,2 Sorbitlésung fast vollstandig gestoppt und Uber einen
22mm O Glasfaserfilter (GF 92, Schleicher & Schull) abgesaugt. Arefdfahd saugt
man zwei weitere Male jeweils 10l eiskaltes Aqua bidestillata zum Waschen Uber den
Filter ab, um die aul3en anhaftende Radioaktivitat zu entfernen. Dee \Wdrden dann

in Szintillationsrohrchen gegeben und mit jenb Szintillationsflissigkeit bedeckt.
Nach dreimaligem kraftigen Schuitteln (Vortex) im ca.nili& Abstand wird die
Radioaktivitat der auf dem Filter haftenden Hefezellen im Beoka@ounter

(Szintillationsspektrometer) in dpm (desintegrations per minute) gemessen.

2.4.3 Filterleerwerte

Um auszuschliel3en, dass ein Teil der freien nicht aufgenommenen Gh&laktose
an den Glasfaserfiltern haftet und somit die Werte verfalsasen die Filterleerwerte
bestimmt werden. Es werden je 100 pl der unverdiinnten radioaktiv markierten
Glukose-/Galaktoselosung aller Konzentrationen mit je 10 ml 0,2 M Sddisiiolg
versetzt und wie oben abgesaugt. Im Anschluss daran wird derziidenal mit Aqua
bidestillata gewaschen. Die Radioaktivitat wird im Szintilaispektrometer bestimmit.
Aus den Werten der mehrmaligen Bestimmung pro Glukose-/Galaktosekatipent
wird der Mittelwert errechnet.

Die Flussigszintillation ist eine sehr gute Methode zum quagtat Nachweis
schwacher radioaktive-Strahlung, wie sie von den Isotop¥e, °H und>°S ausgeht.
Die Energie der radioaktiven Strahlung dieser Isotope ist so skhhwass sie schon
nach kurzer Wegstrecke vom umgebenden Material absorbiert wirdMessung mit
klassischen Detektoren, wie z.B. einem Geigerzahler ist sophit moglich. In der
Fllssigszintillation setzt man die schwache radioaktive Strahhihddilfe spezieller
organischer Verbindungen (Szintillatoren) in Licht um, wobei die Lmerigie und

Menge sich proportional zur radioaktiven Strahlung des zu messenden Stoffegngerhalt
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und die Wellenlange mit ca. 360 - 400 nm so gewahlt wird, dass sie von hoch
empfindlichen Sensoren (Photomultiplier) registriert werden kann. BEdehasich

hierbei um ein quasi-photometrisches Verfahren.

2.4.4 Auswertung der Messdaten

Der Szintillationszahler liefert nach Auszahlung der Filteoakiiivitdt der Probe die
Rohdaten als dpm-Werte (,desintegrations per minute®). Hiervon wird déer
Glasfaserfilter entsprechende Filterleerwert (dpm-Filkkewert) abgezogen. Den
erhaltenen dpm-Wert (dpm-Rohdaten) rechnet man in die Aktivitat der Probe um.
Die spezifische Aktivitat der Messlésungen errechnet sich ausAd#svitat je
Glukosemenge.

Da in den Versuchen 10 mg Hefe Uber den Glasfaserfilter abgesatdgn (100 ul
einer 10%igen Zellsuspension), die Aufnahme aber auf 1mg Hefe bereetimkn

muss, fligt man noch den Faktfy ein. Die Geschwindigkeit der Glucoseaufnahme in

die Hefe lasst sich dann nach folgender Formel berechnen:

Aktivitat ici « 60s 1 (2-1)

V [(nmol/min)/mg] = - — - X
spezif. Aktivitat ncinmoy  Aufnahmeze) 10mg

Die Aktivitat setzt sich zusammen af8¥-Flietleenert "qa 1 nCi 2220 Zerfallen pro
Minute entspricht. Daraus ergibt sich:

(DPM - Filterleerwert) nci o 60s 8 1 (2-2)
2220x spezif. Aktivitat ncinmoy  Aufnahmezé 10 mg

V [(nmol/min)/mg] =

Die dpm-Werte werden in nmol Glucose / mg Nassgewicht Hefezellen umgedrechne
Dies entspricht dann der aufgenommenen Glucose. Bezogen auf die Aufnahme pro
Minute erhalt man die Aufnahmegeschwindigkein (nmol/min)/mg.

Die berechnete Aufnahmegeschwindigketitagt man in einer Grafik gegen die

Substratkonzentration S auf. Die Daten der Substratkonzentration werden dabei auf die
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x-Achse gelegt. Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellungimurde
dieser Arbeit das Computerprogramm Prism 2.01 (www.graphpad.com) benutzt.
Da die Anordnung der Messpunkte bei niedrigen Substratkonzentrationen auf einen
sattigbaren Transportvorgang hinweist (Michaelis-Menten Kinetik), es ableohen
Konzentrationen teilweise zu einem linearen Anstieg kommt (kein sattigbarer

Transport), werden die Messreihen wie folgt analysiert:

Michaelis-Menten Term
VmaxX S
V =

2-3
Km+S ( )
Michaelis-Menten Term mit einem gekoppelten Term erster Ordnung
v=YmeS | Kaxs (2-4)

m+
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2.5 Efflux- und Gegentransportmessung in Plasmamemb  ran-

vesikeln

2.5.1 Einfuhrung

Unter Gegentransport versteht man die Konkurrenz zweier Zuckenteitschiedlicher
Innen- und Aul3enkonzentration um einen Carrier. Dieses Prinzip wurde 1957 von
Rosenberg erstmals experimentell nachgewiesen.

Besitzen beispielsweise zwei sich gleichende Zucker (z.B"*@imarkierte D-Glukose

und unmarkierte D-Glukose) dieselbe Affinitdt zum Carrier und weswsh von
diesem transportiert, spricht man von Iso-Gegentransport.

In den Versuchen dieser Arbeit werden zwei sich gleichende Zuckeemndet. Es

handelt sich um einen ,kalten® nicht radioaktiv markierten Zucker U&) einen

.heilen” radioaktiv markierten Zucker (R).

i M
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Abbildung 2.2: Iso-Gegentransport. Anfangs befinden sich die iligten Zucker im Gleichgewicht
(Bild A.) Nach Start des Versuchs hemmt die hohleehkonzentration der unmarkierten

Glucose (§ den Auswartstransport der markierten Glucosg, @® dass es innen zu
einer voriibergehenden Akkumulation von markierterc@se kommt (Bild B.).
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Der Efflux des unmarkierten Zuckers;)(%wus der Zelle ist die Triebkraft fir den
Transport des markierten Zuckers;)(Rh die Zelle. Die hohe Konzentration der
unmarkierten Glukose innerhalb der Zelle hemmt aul3erdem den Ausstrom der
markierten Glukose. Es kommt zu einer vortibergehenden Akkumulation der negrkie
Glukose (R in der Zelle. Efflux und Influx sind miteinander gekoppelt
(Gegentransport). Die Konzentration voniRder Zelle nimmt nach einiger Zeit durch

Konzentrationsausgleich und Erschopfung des Triebgradienten wieder ab.

Durch spezielle Praparationsverfahren kénnen aus Hefezellen Plasrheaanvesikel
gewonnen werden. Diese Vesikel bestehen aus den intakten Plasmaneemibea
ursprunglichen Hefezellen, jedoch ohne Zellwand und zytoplasmatische Anteile.

Die Methode des Glukose/Galaktose-Gegentransportes und  Efflux in
Plasmamembranvesikeln wird nach der Methode von Kreutzfeld und Fuhrmann
[Kreutzfeld84] durchgefuhrt.

2.5.2 Praparation von Plasmamembranvesikeln

Alle Praparationsschritte wurden im Eisbad durchgefuhrt (4°C).

1. LOsungen ansetzen:

Préaparationspuffer: 100 mM Glycin
300 mM KCI (pH 7.0)
zusatzlich (fur 250 ml Pufferldsung):
360 ul 0,1 M PMSF in Methanol
60 pl Pepstatin (3,75 mM in Ethanol)
900 pl EDTA (0,5 M, pH 8,1)
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2.Waschen:

Die Zellen werden zweimal mit Aqua bidestillata und einmal mit

50 ml Praparationspuffer gewaschen.

3.Schuttelgefalie vorbereit&l:. g Glasperlen{ 0,25-0,3 mm)

X g Hefezellsuspension
x g Praparationspuffer
(Hefemenge = Puffermenge; cave: Schittelgefale

sollten nicht zu leer sein)

4. Homogenisieren: Der Braun-Zell-Homogenisator wird 5 s vorgekuhlt und dann die

5. Zentrifugation:

6. Filtration:

Zellsuspension 55 s bei 4000 rpm unter,&Dhlung geschttelt.
Anschlie3end lasst man die Glasperlen kurz absitzen und verteilt
dann den Inhalt zu gleichen Teilen auf zwei Zentrifugenglaser.
Nachfolgend wird das  SchittelgefaR nochmals  mit
Praparationspuffer ausgewaschen und der Inhalt auf beide

Zentrifugationsgefalde verteilt.

Das Homogenisat wird zweimal zehn Minuten bei 4200 rpm (SS-
34-Rotor, Sorvall RC2-B-Zentrifuge) zentrifugiert, die
Uberstande gesammelt und die Niederschlage (intakte Zellen,

Zelltrimmer, Zellkerne) jeweils verworfen.

Die gesammelten Uberstande saugt man Uber einen
Glasmembranfilter (Sartorius SM 13400) ab. Das Filtrat enthalt
nun noch Membranstiicke aus Plasmamembranen, intrazellularen

Membranen sowie Mitochondrien.
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7.Waschen:

8. Aggregieren:

9. Zentrifugieren:

10. Filtration:

Das Filtrat wird jetzt dreimal mit 20 ml Préaparationspuffer
gewaschen und jeweils 20 min bei 7200 rpm (SS-34-Rotor,
Sorvall RC2-B-Zentrifuge) zentrifugiert. Wieder werden die
Niederschlage gesammelt. Der erste Uberstand wird gesammel
und ein zweites Mal mitzentrifugiert, um eine héhere Ausbeute zu
erreichen. Der zweite und dritte Uberstand wird verworfen. Die
Pellets werden vor dem Zentrifugieren in Praparationspuffer

resuspendiert.

Das Pellet der dritten Zentrifugation wird nun in 30 ml frisch
angesetztem Praparationspuffer (s.0.) resuspendiert. Die noch
vorhandenen Mitochondrien werden durch Titration der
Suspension unter Verwendung der Einstelllésung (0,2 ml 1 M
HCI + 5 ml Praparationspuffer) auf pH 4.5 eingestellt. Jetzt wird

ca. funf Minuten das Aggregieren der Mitochondrien abgewartet.

Nun wird 10 min bei 2000 rpm (SS-34-Rotor, Sorvall RC2-B-
Zentrifuge) zentrifugiert.
Ergebnis: Uberstand/esikel

NiederschlagMitochondrien

Die Vesikel/Uberstand filtriert man nun dreimal durch
einen Glasfaserfilter (200 S, SM 13400, Sartorius) mittels der
H,O-Pumpe filtriert.
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11. Zentrifugieren&Waschen Das Filtrat wird 10 min bei 20000 rpm (SS-34-
Rotor, Sorvall RC2-B-Zentrifuge) zentrifugiert und die

Uberstande verworfen. Das entstandene Pellet wird einmal
mit 30 ml 0,4M KCI resuspendiert und nochmals
zentrifugiert. Das nun gewaschene Pellet wird in 1-2 ml
0.4 M KCI resuspendiert und der Zytokrit mittels einer
Glaskapillare und einer Hamatokrit-Zentrifuge bestimmt
(10 Minuten bei 13000 rpm). Der Zytokrit wird mit 4.0 M
KCI auf 4% eingestellt.

FUr die Praparation benétigt man eine grof3e Zellmenge, es emgiehltiaher 6 |
Kulturen anzusetzen. Die Ernte erfolgt in der mittel- bis sypéteantiellen Phase bei

einem Zelltiter von 4-6*10Zellen/ml.

2.5.3 Versuchsablauf

Aquilibrierungslosung 100 mM unmarkierte Glukose/Galaktose
1 pCi/ml markierte D*C-Glukose/Galaktose
in 400 mM KCI (pH 4.5)
Aqua bidestillata

Treiblésung 0.5 uCi/ml markierte BC-Glukose/Galaktose
in 400 mM KCI (pH 4.5)
Aqua bidestillata

Stopldsung 400 mM KCL (pH 4.5)
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2531 Vorbereitung und Durchfiihrung

Zuerst mussen die Plasmamembranvesikel (PMV) aquilibriert weddh. 700 pl der
4% Vesikelsuspension werden zu 700 pl Aquilibrierungslosung in ein Sorvall-
Zentrifugenréhrchen gegeben, vermischt und 30 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Anschlie3end werden dem Ansatz drei 100 pl Proben entnommenailsd jew
5 ml eiskalte Stoplésung (0,4 M KCI) dazugegeben. Diese Lésung wirdlgeinmeer
einen Zellulosenitratfilter (0.6pm, Sartorius) sofort abgesaugt und ein weiteres Mal
mit 5 ml Stopldsung nachgespdult. Die drei Filter werden je in emtifiationsréhrchen
mit 5 ml Szintillationsfllssigkeit gegeben. Im Abstand von einer halben Stahtitedt
man die Proben dreimal und bestimmt dann die auf den Filtern vorhandene
Radioaktivitat durch ein Szintillationsspektrometer. Aus diesen Prassveeten kann
nun nach Abzug der Filterleerwerte der Mittelwert gebildet undsedieals
Aquilibrierungswert R(0) fiir die Auswertung genommen werden.
Ubrig bleiben 1100 pl des Ansatzes der bei 48200 g (20000 rpm, Sorvall Zentrifuge
,2234 Rotor) zehn Minuten zentrifugiert wird, damit sich ein PMV-Palisetzt. Man
pipettiert den Uberstand (1070 pl) ab und stellt die belasst die \oentdsin 30 pl mit
dem Pellet im Rohrchen auf Eis.
Der Gegentransport beginnt durch Resuspension der Plasmamembrarnne<iélp |
Treiblésung bei 4°C im Eisbad. Die gesamten Versuche finden imcEstht, da bei
etwa 25°C Raumtemperatur der Gegentransport zu schnell ablauft undmabht
messbar ware.
Fur die notwendigen Effluxmessungen ersetzt man die Treiblésung durchM@CCI-
Losung(pH4.5).
Zu definierten Zeitpunkten t:

tGluk: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 20, 30 min

tGal: 45 s, 90s, 135s, 3, 4, 5, 7, 10, 18, 20, 30 min

werden pro Messreihe (Gegentransport und Efflux) 10 Proben zu je 10Gquinemén
und sofort nach Abnahme in 5ml eiskalte 0,4 M KCI (Stoplosung) pipettiert.

Anschlieend wird diese Losung durch den angefeuchteten Nitrozellukrsefil
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(Sartorius PorengréRe 0,65 um) abgesaugt und einmal mit 5 ml eiskattdvh KCI
(Stoplésung) nachgespult. Die Filter werden wieder in ein Szimillsrohrchen
gegeben, mit 5 ml Szintillationsflissigkeit bedeckt und im Abstand voer éialben
Stunde dreimal geschiittelt. Zuletzt wird die auf den Filtern vorhandadmaktivitat

durch den Szintillationsspektrometer bestimmt.

25.3.2 Auswertung

Filterleerwerte

Genau wie bei der initialen Glucoseaufnahme muss zur exaktermBwsig der
vesikelgebundenen Radioaktivitat der nicht vesikelgebundene Anteil, deideitivert,
ermittelt werden. Dieser Wert wird dann von den Messwerten deelaen Proben
abgezogen. Insgesamt sind drei Filterleerwerte (Aquilibrieruregye@ransport- und
Effluxmessung) zu bestimmen. Fir jeden Filterleerwert werden efsuche

durchgefihrt und der Mittelwert berechnet.

a) Aquilibrierungsfilterleerwert:

Fur diese Leerwertbestimmung gibt man die einer 100 pul Probe espden 50 pul
Aquilibrierungslésung in 5ml Stoplésung. Dann wird die Losung Uber einen
Nitrozellulosefilter abgesaugt, mit 5 ml Stoplésung nachgespilt unBatieaktivitat

im Szintillationsspektrometer bestimmt.

b) Gegentransportfilterleerwert:

Die Messung erfolgt wie unter a) beschrieben. Statt der 50 pliBddgeilngslosung

nimmt man die einer Probe entsprechenden 100 pl Treiblésung.

c) Effluxfilterleerwert:
Als  Effluxlésung® wird 0.4M KCI-Losung (pH 4.5) verwendet. 30 pl

Aquilibrierungslésung werden mit 1070 pl 0.4 M KCI-Losung gemischt, und daiiaus f
die Messungen je 100 pl entnommen. Die weitere Messung erfolgtunter a)

beschrieben.
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Berechnung von R, S, S

Ri/Rx: Quotient aus der Konzentration des radioaktiven Zuckers innerhalb der Vesikel

und der Konzentration des radioaktiven Zuckers aulRerhalb der Vesikel

S: Konzentration des unmarkierten Zuckers innerhalb der Vesikel; wird ermittelt,
indem man zum Zeitpunkt des Gegentransportmaximggeen korrelierenden

Wert der Effluxkurve bestimmt

Ss Konzentration des unmarkierten Zuckers auf3erhalb der Vesikel

Die Radioaktivitat der Plasmamembranvesikel auf den Nitrozelliitese wird durch
den Szintillationszéhler (Beckmann LS6000) in dpm ermittelt.

Die Menge des™C markierten Zuckers jRin den Vesikeln ist bei konstantem
Probenvolumen und Vesikelkonzentration proportional zu den dpms.

Um die Affinitdt des Hexosetransportsystems zu berechnen, werdedpti-Werte
(gemessene Radioaktivitat) nach Abzug der Filterleerwerte dudn
Aquilibrierungswert der jeweiligen Messreihe geteilt und soeilative R/Ry-Werte
umgerechnet. Die fR;-Werte der Gegentransportmessungen geben die Menge der in
den Vesikeln akkumulierten Hexose (Gluk/Gal) an.

Der maximale RR,-Wert und der aus den Efflux-Experimenten errechnede/est

gehen in die Berechnung deg-MVertes mit ein.

2.5.3.3 Berechnung von K, nach der Wilbrandt’schen Formel

Vmax und K; sind Parameter die das Kkinetische Verhalten eines Enzyms
charakterisieren. Max gibt an, wie hoch der Maximalumsatz des Enzyms igtghot
einen Hinweis auf die Affinitdt des Substrats zum TransportemZgntration des

Substrats, bei der die halbmaximale Umsatzgeschwindighkgit erreicht wird). Die

Halbsattigungskonstante \Kdes Transportvorgangs lasst sich nach der Formel von
Wilbrandt berechnen [Wilbrandt61].
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Grundsatzlich gilt, dass der Nettotransport an einer Zellmembran aus deemfi®n

Influx und Efflux besteht:

|Nettoflux: Influx — Efflux

Die Transportgeschwindigkert der radioaktiv markierten Glucose wird nach Formel
( 2-5) aus der Differenz der Transportgeschwindigkeiten in die Vesikel (Influx)usnd a
den Vesikeln (Efflux) bestimmit.

Vr =£ =Vmaxx|:
dt

R R (2-5)
R+S+Kn Ri+Si+Kn

r entspricht der Menge des radioaktiven Zuckieist, die Zeit. Am Maximum des
Gegentransportes, ] sind Influx und Efflux gleich grof3 und die
Transportgeschwindigkeit von markierter Glucose gegen Null:

O:Vr:Vmaxx|: R Ra } (2_6)

R+S+Kn Rt S+ Kn

Da an diesem Punkt kein Nettotransport stattfindet, kann jgtbekechnet werden.
Nach Umformung der Formel ( 2-) ergibt sich:

R B Ra (2-7)
Ri+S+Km Ra+Sa+ Km

Aufgeldst nach R/ R, ergibt sich:

R _S+R+Km _ S+Kn (2-8)
Ra S+RatKm S+ Knm

Durch Umformung wird aus Formel ( 2-8 ) die Formel nach Wilbrandt gebildet. Mit ihr
kann
die GleichgewichtskonstanteKles Transportssystems errechnet werden:

R
S_gx& (2'9)
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Nun kann die Gleichgewichtskonstantg, iles Transportsystems berechnet werden,
wobei der maximale HR—Wert aus den Gegentransport-Versuchen und der

dazugehorige SNert zum Zeitpunktfax aus den Efflux- Versuchen stammit.

Kn = Halbsattigungskonstante des Hexosetransportes

Vmax = Maximale Geschwindigkeit des Transporters

t = Zeit in Minuten
S = Konzentration des Zuckers in den Vesikeln (Hs&rmM)
S, = Konzentration des Zuckers aul3en

(hier: fur die Hexose(Gluk/Gal)- AuRenkonzentrati8nzum Zeitpunkt fax
wird nédherungsweise deg-®/ert nach Konzentrationsausgleich am Ende des
Versuchs eingesetzt. Daraus ergibt sich folgendent:W

30 pl Vesikelvolumen* 50 mM Hexose/1100 pl Gesarluneen = 1,4

mM Hexose)
Ri = Konzentration des entsprechenden radioaktiverkehs innen
Ra = Konzentration des entsprechenden radioaktivexkehs aul3en

(hier: 1,7 uM nach Aquilibrierung innen und auRemzZeitpunkt t=0)
r = Menge der radioaktiven Hexose

S = Menge der Hexose

Vmax kKann nicht berechnet, sondern nur aus der Gragidgklesen werden. Es kann aber
ein Computersimulationsprogramm angewendet werdien GvF. Fuhrmann und B.

Volker zeigen [Fuhrmann89(1)].
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2.6 Verwendete Materialien und Geréate

Agar-Agar, hochfein
D-(+)-Galaktose
D-(U-*C)-Galaktose
D-(+)-Glukose-Monohydrat
D-(U-*C)-Glukose

EDTA p.a.

Glasfaserfilter ,GF 921 22 mm
Glasfaserfilter 200 S, SM 13400
Glycin p.a.

Hefeextrakt

Kapillarréhrchen, nicht heparinisiert
KCL p.a.

Kolbenhubpipetten

Kahlzentrifuge

NaH,POs-Puffer, pH 6,5

Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
PMSF, reinst

Polypropylenglykol P2000 p.a.
Software-GraphPad Prism 2.01

Szintillationsflussigkeit Rotiszint 11

Szintillationsrohrchen

Szintillationsspektrometer LS 60000 IC

Tischzentrifuge Biofuge A
Uracil p.a.
Zellhomogenisator

Zellulosenitratfilter, 0,65 um

E.Merck AG, Darmstadt
E.Merck AG, Darmstadt

E.Merck AG, Darmstadt
Amersham Buchler, Braunschweig
E.Merck AG, Darmstadt
Schleicher & Schiill, Dassel

Sartorius, G@tim
C.Roth KG, Karlsruhe
E.Merck AG, Darmstadt
SUPE-O-RIOR
E.Merck AG, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
Sorvall, Dupont
Instr.,Newtown, CT USA
E.Merck AG, Darmstadt
E.Merck B&mstadt
Serva GmbH & Co, Heidelberg
Fluka AG, Buchsh\B8eiz
H.J.Motulsky, San @iepA
(http://www.graphpad.com)
C.Roth K&arlsruhe
Zinsser, Frankfurt/Main
Beckmanrrimsents, Fullerton
California, USA

Heraeus Christ
E.Merck AG, Darmstadt

B.Braun, Melsungen

Sartorius Gottamg
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3 Ergebnisse

Alle hier dargestellten Versuche wurden nach denAlbmschnitt 2 beschriebenen

Methoden durchgefuhrt.

3.1 Versuche mit Plasmamembranvesikeln aus der Null -
mutante RE700 mit und ohne Galaktose-Induktion

3.1.1 Galaktose-Gegentransport und Galaktose-Efflux an
Plasmamembranvesikel, prapariert aus der Nullmutant e
RE700 nach Galaktose-Induktion

Ri/Ro
Si (mM Galaktose) x 10

Minuten

Abbildung 3.1.1: Graphische Darstellung von Galaktose-GegentrahsporGalaktose-Efflux an
der Nullmutante RE700 nach Galaktose-Induktion/RR Verhéltnis der
Konzentration radioaktiver Galaktose innerhalb anf®erhalb der Vesikel,; S
Galakatosekonzentration x 10 in den Vesikeln.
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In der folgenden Tabelle sind die KNerte von drei Einzelmessungen und der

entsprechende Mittelwert aufgefuhrt.

K. -Werte der Einzelversuche
6,36 mM 6,53 mM 5,25 mM
Mittelwert 6,05 mM

Tabelle 3.1.1: Einzelwerte und Mittelwert der aus dem Gegentrarisperechneten KkWerte flr
Galaktose an der Galaktose-induzierten Nullmut&&&00

Die Gegentransportversuche mit Galaktose *{D-Galaktose — D-Galaktose) an
Plasmamembranvesikeln prapariert aus der mit Gadakinduzierten Nullmutante
zeigen eindeutig, dass Galaktose vom Gal2-Tranmpagch dem Typ des ,facilitated
diffusion* Mechanismus transportiert wird. Es habde&h dabei um einen gekoppelten
Substrattransport. Nach demy,XVert von 6,05nM ist der Galaktosetransporter dem
Hxt4 Glukosetransporter sehr ahnlich, der im Vecdjle einen K,-Wert von
6,2+ 0,6 MM aufweist [MaierO1].
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3.1.2 Glukose-Gegentransport und Glukose-Efflux an Plasma-
membranvesikeln, prapariert aus der Nullmutante RE7 00 nach
Galaktose-Induktion

(3]

I

Ri/Ro
Si (mM Glukose) x 10
w

2
[
1
OI""""'I""""'I""""'I""""'I""""'I""""'I
0 5 10 15 20 25 30
Minuten
Abbildung 3.1.2: Graphische Darstellung von Glukose-Gegentranspaadt Glukose-Efflux am

Nulltyp RE 700 nach Galaktose-Induktion/RR Verhdltnis der Konzentration
radioaktiver Glukose innerhalb und aulerhalb der sik&d S
Glukosekonzentration x 10 in den Vesikeln.

Die Tabelle zeigt die }-Werte von 6 Einzelmessungen sowie den Mittelw&D.

K. -Werte der Einzelversuche in
mM 3,94|1,96| 3,97 | 2,01| 2,19| 2,35
K n-Mittelwert + SD
. 2,74+ 0,95
in mM (n= 6)

Tabelle 3.1.2: Einzelwerte und Mittelwert + SD der aus dem Gegergport berechneten,®Nerte fur
Glukose an der Galaktose-induzierten Nullmutant&GRE
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Die Gegentransportversuche mit Glukose an Plasmamnagvesikeln aus der galaktose-
induzierten Nullmutante zeigen, dass auch Glukase Gal2-Transporter nach dem
Typ der facilitated diffusion” transportiert wirdDer hier berechnete KWert von

2,74+ 0,95mM lasst vermuten, dass Glukose eine groRere Adfinum Gal2

Transporter besitzt als sein natirliches SubstedtkKiose. Diese Tatsache lasst sich
auch aus dem Gegentransportmaximum der Abbildulgé2 und 3.4.1 entnehmen.
Das Galaktose-GegentransportmaximumiRR liegt unter 4 im Gegensatz zu dem

héheren Gegentransportmaximum bei Glukose von&iber
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3.1.3 Glukose-Gegentransport und Glukose-Efflux an Plasma-
membranvesikeln aus der Nullmutante RE700 ohne
Galaktose-Induktion

Ri/Ro
Si (mM Glukose) x 10

Minuten

Abbildung 3.1.3: Graphische Darstellung von Glukose-Gegentranspodt Glukose-Efflux an
Plasmamembranvesikeln des Nulltyp RE700 ohne Gadekinduktion. RR,
Verhéltnis der Konzentration radioaktiver Glukosadrhalb und auf3erhalb der
Vesikel. $ Glukosekonzentration x 10 in den Vesikeln.

Das Ergebnis an Plasmamembranvesikeln der Nullteitahne Galaktose-Induktion
zeigt, dass kein signifikanter Gegentransport viumk&se stattfindet. Der vorhandene
Glukoseefflux ist wahrscheinlich auf sogenanntekie vesicles” zuriickzufuhren, der
jedoch keinen Gegentransport von Glukose treibam k&in weiterer Versuch zeigt ein

ahnliches Ergebnis (nicht dargestellt).
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3.2 Versuche an intakten Zellen der Nullmutante RE700 m it
und ohne Galaktose-Induktion

3.2.1 Initiale Galaktoseaufnahme in Zellen der Null mutante RE700, die auf
Galaktose gewachsen sind (Induktion des Gal2 Transp  orters)

30+

25

N

o

I I R T
||

(nmol/min)/mg
Nassgewicht
H
T

104

5_
O e o L e e o e L e s e e
0 25 50 75 100 125 150 175 200
mM Galaktose
Abbildung 3.2.1: Graphische Darstellung der Aufnahmegeschwindigken Galaktose in

(nmol/min)/mg Nassgewicht in Zellen der Nullmuta®E700 nach Galaktose-
Induktion gegen die Galaktosekonzentration. Irétidlfnahme (5 s) bei 25° C.
Spatexponentielle Wachstumsphase, Medium 2% Galakto

Die Abbildung zeigt, dass Galaktose in Abhangigkait der Konzentration in die
Zellen der Nullmutante RE700 nach Galaktose-Induktaufgenommen wird. Die
genaue Kinetik wurde mit dem Computerprogramm GPaghPrism mit Hilfe von
nichtlinearer Regression auf zwei Modelleigens@rafiin untersucht. Das erste Modell
bestand aus einem Michaelis-Menten Term und dageWedell aus einem Michaelis-
Menten Term und einem Term erster Ordnung (z.BfuBibn). Die nachfolgende

Tabelle gibt das Ergebnis wieder.
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Experiment V max (Nmol/min)/mg K (MM) K4 (ul/min/ymg
3.3.2 20,28 2,30
3.3.2 21,04 1,80
2 Experimente 20,66 2,05

Tabelle 3.2.1: Die Tabelle zeigt die kinetischen Parametgg,\Mn (nmol/min)/mg Nassgewicht) und
Kn in mM aus den zwei initialen Aufnahmeversuchen @dlaktose als Substrat an
Zellen der Nullmutante RE700 nach Gaktose-Induktidie Messreihen wurden
jeweils mit einem Michaelis-Menten Term und einerchelis-Menten Term mit
einem gekoppelten Term erster Ordnung analysi@rtVErgleich mittels f-Test fiel
zugunsten des Modells mit einem Michaelis-Mentemieaus.

Im Gegensatz zu den Resultaten des Gegentranspmgis der Galaktosetransporter
Gal2 mit Galaktose als Substrat bei den zwei Auimatersuchen eine etwas hohere
Affinitat mit einem mittleren K-Wert von 2,05 im Vergleich zu 6,05 mM beim
Gegentransport. Ein Term erster Ordnung (Diffusi@@r nicht nachweisbar. Eine

statistische Analyse der,KWerte erfolgt nach Auswertung aller Aufnahmevehsuc

3.2.2 Initiale Glukoseaufnahme in Zellen der Nullmutante auf Galaktose
gewachsen (Induktion des Gal2-Transporters)

20+

15+

(nmol/min)/mg
Nassgewicht

o777 T T T T T T T

1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
mM Glukose
Abbildung 3.2.2: Graphische Darstellung der Aufnahmegeschwindigkein Glukose in

(nmol/min)/mg Nassgewicht in Zellen der Nullmuta®E700 nach Galaktose-
Induktion gegen die Glukosekonzentration. Initidlgnahme (5 sec.) bei 25°
C. Spatexponentielle Wachstumsphase, Medium 2%k@ak.

Die kinetische Auswertung des obigen Versuchsiister nachfolgenden Tabelle
dargestellt.
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Ergebnisse
Experiment V max (Nmol/min)/mg K (MM) K4 (ul/min)/mg
3.3.1 12,60 2,84
3.3.1 10,00 2,21 0,0223
3.3.1 11,43 2,91
3 Experimente 11,34 2,65

Tabelle 3.2.2 Die Tabelle zeigt die kinetischen Parametgg,h (nmol/min)/mg Nassgewicht), Kin

mM und K in (ul/min)/mg Nassgewicht aus den drei initiafarfnahmeversuchen

mit Glukose als Substrat an Zellen der NullmuteREE700 nach Galaktose-Induktion.
Die Messreihen wurden jeweils mit einem Michaelissiten Term und einem
Michaelis-Menten Term mit einem gekoppelten Terrsteer Ordnung analysiert. Ein
Vergleich mittels f-Test fiel in zwei Experimentemgunsten des Modells mit einem
Michaelis-Menten Term aus und ein Experiment korsigmifikant besser mit einem
Michaelis-Menten Term und einem Term erster Ordramajysiert werden.

Die drei initialen Aufnahmeversuche mit Glukose @r Nullmutante RE700 nach
Galaktose-Induktion zeigten in einem Experimentssddie kinetische Analyse mit

einem Michaelis-Menten Term und einem Term erstetnOng statistisch bevorzugt

war.
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3.2.3 Initiale Glukoseaufnahme in Zellen der Nullmutante
RE700 ohne Galaktose-Induktion

9.54

=

L

=

(@)

o

)

7))

@©

Z

D 4.5

£

=)

S

[s)

S

c

1 mM Glucose
[o—o—o 4 —T T T g T 1 T v T T T T T —g
-0.51 20 40 60 KOl 100

Abbildung 3.2.3: Graphische Darstellung der Aufnahmegeschwindigkein Glukose in

(mmol/min)/mg Nassgewicht gegen die Glukosekonzgiom. Initialen 5-
Sekundenaufnahme in Zellen des Nulltyps RE 700gdbalaktose-Induktion;
spéatexponentiell. Ein weiterer gleichartiger Versist nicht dargestellt.

Wie aus der Abbildung 3.2.3 hervorgeht, lasst sibhe eine Galaktose-Induktion bei
der Nullmutante RE700 keine Glukoseaufnahme nademeiDasselbe ist auch fir die

Galaktoseaufnahme anzunehmen.

Die initialen Aufnahmeversuche Versuche an der idutinte RE700 zeigen wie bei
den Gegentransportversuchen an den entsprecherdsmamembranvesikeln, dass
nach Galaktose-Induktion sowohl Galaktose als auglukose in die Zelle

aufgenommen wird.
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3.3 Versuche an intakten Zellen des Wildtyps 996A m it

Galaktose-Induktion

3.3.1 Initiale Galaktoseaufnahme in Zellen des Wildtyps 996A auf
Galaktose gewachsen (Induktion des Gal2-Transporters)

354

304

(nmol/min)/mg
Nassgewicht

Abbildung 3.3.1:

LA LA L B L L B A A B |
25 50 75 100 125 150 175 200
mM Galaktose

Graphische Darstellung der Aufnahmegeschwindigkeon Galaktose in
(nmol/min)/mg Nassgewicht gegen die Galaktosekanagon. Initialen 5-
Sekundenaufnahme von Galaktose in Zellen des VW#di996A, die auf 2%
Galaktose gewachsen waren. Wachstumsphase spatexietin

Die kinetische Auswertung der obigen 2 Versucheisler nachfolgenden Tabelle

dargestellt.



Ergebnisse 45
Experiment V max (NMol/min)/mg K (MM) K4 (ul/min/mg)
3.1.2 28,73 7,84
3.1.2 21,26 1,80 0,0579
2 Experimente 25,00 4,82

Tabelle 3.3.1 Die Tabelle 3.1.2 zeigt die kinetischen Paramatss initialen Aufnahmeversuchen mit
Galaktose als Substrat an Zellen des Wildtyps 99@#&h Gaktose-Induktion. Die
Messreihen wurden jeweils mit einem Michaelis-Meanfieerm und einem Michaelis-
Menten Term mit einem gekoppelten Term erster Ongnanalysiert. Im Vergleich
mittels f-Test war ein Versuch mit einem Michadllenten Term statistisch besser als
die Kombination.

Die initialen Aufnahmeversuche mit Galaktose an delen des Wildtyps 996A nach

Galaktose-Induktion zeigen im Mittel zwar einen awhoheren kK-Wert als die

entsprechenden Versuche an den Zellen der Nullrreut&iine statistische Bewertung

findet nach Auswertung aller Einzelversuche imtiizKapitel der Ergebnisse statt.
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3.4 ,Shiftversuche” von Galaktose nach Glukose am W ildtyp
MC996A und an der Nullmutante RE700

Als einen ,Shiftversuch” bezeichnet man das Umsetder Hefezellen von einem
Zuckermedium auf einen anderen Zucker. Beim Shifh\2%-tigen Glukosemedium
auf ein Galaktosemedium findet in den Wildtypzelsn Abbau der Glukosetransporter
und eine Induktion des Gal2 Transportsystem diattes fur Galaktose im Zellinneren
im nicht induzierten Zustand keine katabolen Stefflaselwege gibt, missen aul3erdem
die Enzyme Galaktokinase (Gall), Galaktose-1-phaisplhidyl-Transferase (Gal7) und
UDP-Galaktose-4-Epimera¢€all10) induziert werden. Die Summe der Reaktioné,
von Galaktosepermease, Galaktokinase, TransfenadeEpimerase (Leloir-Enzyme)

katalysiert werden fuhren von Galaktose in dereZeil Glukose-1-phosphat.

Die Expression der 4 Gene GAL1, GAL2, GAL4 und GALdrfolgt koordiniert. Die
Anwesenheit von Galaktose bewirkt die oben besbhrne Induktion wahrend ein
»Shift auf Glukose den gegenteiligen Effekt, eiRepression der Enzyme hervorruft.
Bei der Repression werden die Leloir-Enzyme irrsoel katabolit-inaktiviert. Durch
Glukose induziert wird der Transporter Gal2 in Wakuole abgebaut.

Durch einen ,Shift* der Zellen nach Glukose, dispriinglich auf Galaktose gewachsen
sind, ist es mdglich die Geschwindigkeit des Abbdas Galaktosetransporters Gal2
kinetisch zu messen. Durch Bestimmung der Vv der maximale
Transportgeschwindigkeit, die proportional der Amzader Transporter in der

Plasmamembran ist, kann der Abbau des Galaktoseteers verfolgt werden.
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3.4.1 Initiale Galaktoseaufnahme nach ,Glukoseshift® der Zellen des

Wildtyps 996A
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Abbildung 3.4.1:
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Graphische Darstellung der initialen Galaktosealufme in die Zellen des
Wildtyps MC996A, die auf 2% Galaktose gewachsen anfl 5% Glukose
geshiftet worden sind. Aufnahmemessung zu versehienl Zeitpunkten t nach
der Shift. Die Anzucht geschah unter aeroben Beuttiggn. Die Anzahl der
Experimente und die Analyse der kinetische Paranmgtén der nachfolgenden
Tabelle 3.5.1 dargestellt.

Die Graphik zeigt, dass sich die Galaktoseaufnainmeaufe der Zeit t nach der , Shift"

kontinuierlich vermindert, bis nach acht Stundest f®ine Galaktoseaufnahme mehr

nachweisbar ist.
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Experiment V max (NMol/min)/mg K (MM) K4 (ul/min/ymg
3.5.1 21,95 3,40 0,0270
35.1 21,28 3,12
3.1.2 28,73 7,84
3.1.2 21,26 1,80 0,0574

4Exp.T=0 23,31 +3,63SD 4,04 £2,63 SD
35.1 8,69 2,47
3.5.1 9,78 3,95
3.1.2 14,31 6,82
3.1.2 13,17 4,80

4 Exp.T=2h 11,49 + 2,68 SD 4,51 +1,82 SD
3.5.1 3,96 4,61
35.1 3,56 2,81
3.1.2 4,61 8,17
3.1.2 3,52 3,08

4 Exp. T =4h 3,91 +0,51 SD 4,67 £2,47 SD
3.5.1 1,35 2,66
3.5.1 1,70 2,88
3.1.2 1,59 5,75 0,0087
3.1.2 1,52 3,92

4 Exp. T =6h 1,54+0,15SD 3,30 £0,63 SD
3.5.1 0,30 1,94
35.1 0,59 2,60
3.1.2 0,63 2,37
3.1.2 1,00 7,12

4 Exp. T =8h 0,63 +0,29 SD 3,51+242SD

Tabelle 3.4.1: Kinetische Auswertung der in Abb.3.4.1 dargestallexperimentellen Messwerte zum

Zeitpunkt t. Ein Term erster Ordnung (Diffusiong)Kliel3 sich nur in 3 von 20
Experimenten als statistisch wahrscheinlich erweisénetische Parameter,\ und

Km Mittelwerte der Einzelversuche SD sowie K,.

Aus der zeitlichen Abnahme der) des Galaktosetransportes nach der ,Glukoseshift*

kann auf einen vollstdndigen und schnellen Abbasi @alaktosetransporters Gal2 im

Wildtyp 996A geschlossen werden. Bereits nach 2d&n sind danach mehr als 50%

der Galaktosetransporter nicht mehr vorhanden @oth 8 Stunden sind es tber 97%.

Dagegen behalten die JWerte Uber die ganze Zeit eine niedrige Affinmdit einem
mittleren Ky-Wert aus den 20 Einzelexperimenten von 4,09 mbM#4 SE. Da in

diesen Versuchen die Aufnahme von Galaktose urdletswird, kann das Ergebnis

nicht durch die Induktion von Glukosetransportegeibflusst werden.
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3.4.2 Initiale Galaktoseaufnahme nach ,Glukoseshift* an den Zellen des

Nullmutante RE700

Versuchsdauer bis drei Stunden
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Abbildung 3.4.2: Graphische Darstellung der initialen 5-Sekundefralibme von Galaktose in

Zellen der Nullmutante RE700, die vorher auf 2%aRkadse gewachsen sind.
Die Galaktoseaufnahme wurde zu verschiedenen Zgitpn t nach der Shift

auf 5%Glukose bestimmt. Die Anzucht erfolgte urderoben Bedingungen.
Die Anzahl der Experimente und die kinetischen metar sind in der

nachfolgenden Tabelle 3.4.2 dargestellt.

Aus der Abbildung 3.4.2 gewinnt man den Eindrucsgdie Galaktose-Aufnahme der
Nullmutante RE700 im Vergleich zu den entsprechendersuchen des Wildtyps 996A

langsamer abzunehmen scheint.
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Experiment V max (Nmol/min)/mg K (MM) K4 (ul/min/mg)
3.6.1.1 25,35 3,20
3.6.1.1 23,75 2,00
2Exp. T=0 24,55 2,60
3.6.1.1 25,53 5,60
3.6.1.1 22,22 3,15
2 Exp. T=0,5h 23,88 4,38
3.6.1.1 21,02 4,21
3.6.1.1 21,91 4,17
2Exp. T=1h 21,47 4,19
3.6.1.1 14,45 2,86
3.6.1.1 15,79 3,98
2 Exp. T=3h 15,12 3,42

Tabelle 3.4.2: Kinetische Auswertung der in Abbildung 3.4.2 datgéten Galaktoseaufnahme an der

Nullmutante RE700. Statistisch war in allen Vergmclhur ein Michaelis-Menten Term
wahrscheinlich. V. und K,-Werte+ SD.

Die maximale Transportgeschwindigkeit,/in der Nullmutante RE700 hat bis zu
einer Stunde nur um 12% abgenommen und nach 3 &tund 38%. Die K-Werte

sind in etwa gleichgeblieben mit mittlerepKVerten zwischen 2,6 und 4,38 mM.
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3.4.3 Versuchdauer bis acht Stunden
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Abbildung 3.4.3: Graphische Darstellung der initialen 5-SekundefrAlibme von Galaktose in

Zellen der Nullmutante RE700, die vorher auf 2%aRadse gewachsen sind.
Die Galaktoseaufnahme wurde zu verschiedenen Zgitpn t nach der Shift

auf 5%Glukose bestimmt. Die Anzucht erfolgte urderoben Bedingungen.
Die Anzahl der Experimente und die kinetischen metar sind in der

nachfolgenden Tabelle 3.4.3 dargestellt.

Wie bereits in der vorhergehenden Messreihe naStuBden angedeutet, so zeigt der
obige Versuch, dass auch noch nach 8 Stunden inNdémutante RE700 eine

betrachtliche Galaktoseaufnahme stattfindet.
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Experiment V max (NMol/min)/mg K (MM) K4 (ul/min/mg)
3.6.1.2 25,74 2,39
3.6.1.2 25,58 1,66

2Exp.T=0 25,66 2,03
3.6.1.2 9,77 3,07
3.6.1.2 10,86 3,01
3.6.1.2 14,29 2,64
3.6.1.2 14,17 2,35

4 Exp. T =2h 12,27 £2,30 SD 2,77 £0,34 SD
3.6.1.2 8,66 2,73
3.6.1.2 7,42 1,84 0,0197
3.6.1.2 13,27 5,37
3.6.1.2 12,73 4,16

4 Exp. T =4h 10,52 £ 2,92 SD 3,53+1,56 SD
3.6.1.2 6,10 2,54 0,0356
3.6.1.2 9,97 4,47
3.6.1.2 15,21 8,58
3.6.1.2 13,35 7,49

4 Exp. T = 6h 11,16 £ 4,01 SD 577 +2,77 SD
3.6.1.2 9,29 3,83
3.6.1.2 7,69 2,40
3.6.1.2 11,54 7,61
3.6.1.2 11,68 4,82

4 Exp. T =8h 10,05 +1,92 SD 4,67 £2,20 SD

Tabelle 3.4.3: Kinetische Auswertung der in Abbildung 3.4.3 datgéten Galaktoseaufnahme an der

Nullmutante RE700. In 2 von 18 Experimenten wardzlich zum Michaelis-Menten
Term noch ein Term erster Ordnung (Diffusion) Kachweisbar. ¥, und K,-Werte+

SD.

Die maximale Transportgeschwindigkeit,)/ fir Galaktose in der Nullmutante RE700
hat nach 8 Stunden im Glukosemedium erst um 60%redlmgmen im Gegensatz zu
dem Wildtyp 996A, der bei entsprechenden Versudiereits eine Verminderung um

97% aufwies. Der zeitliche Verlauf der Abnahme deggy lasst darauf schlieRen, dass

die Abnahme der Max auf ein Plateau zustrebt. Eine ndhere Analysegerfo der

Abbildung. Wie vorhergehend sind dig,&Verte in der GréRenordnung etwa gleich

geblieben.
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3.4.4 Initiale Glukoseaufnahme nach ,Glukoseshift* an den Zellen der

Nullmutante RE700

Versuchsdauer bis zwei Stunden
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Abbildung 3.4.4: Graphische Darstellung der initialen 5-SekundefrAlbme von Glukose in

Zellen der Nullmutante RE700, die auf 2% Galakigewachsen sind. Shift auf
5% Glukose. Nachfolgend wurde zu verschiedenen pdeitten t die
Glukoseaufnahme bestimmt. Die Zellkultur erfolgtentan aeroben
Bedingungen. Die Anzahl der Experimente und dietiichen Parameter sind
der nachfolgende Tabelle 3.4.4. zu entnehmen.

Der Verlauf der Kurven der Glukoseaufnahme in darlifidutante RE700 nach
verschiedenen Zeiten t nach der ,Glukoseshift* deuwtvie vorher mit Galaktose

daraufhin, dass auch hier eine Plateaubildunggrfol



Ergebnisse 54

Experiment V max (NMol/min)/mg K (MM) K4 (ul/min/mg)
3.6.2.1 22,51 1,96
3.6.2.1 23,43 2,11
3.6.2.1 24,54 2,17
3.6.2.1 24,96 1,35
3.6.2.1 34,05 2,05
3.6.2.1 29,13 1,44
3.6.2.1 23,15 1,90

7 Exp. T = 0Oh 25,97 £ 4,18 SD 1,85+0,33 SD
3.6.2.1 23,14 2,35
3.6.2.1 18,97 1,15

2 Exp. T =0,25h 21,06 1,75
3.6.2.1 21,72 1,89
3.6.2.1 19,80 1,82
3.6.2.1 18,76 2,01
3.6.2.1 17,69 1,72
4 Exp. T =0,5h 19,49 +£1,72 SD 1,86 £0,12 SD

3.6.2.1 11,86 2,30
3.6.2.1 7,78 1,16 0,0660
3.6.2.1 14,44 1,89
3.6.2.1 11,25 1,23 0,0721
3.6.2.1 12,93 1,63
3.6.2.1 12,03 1,52
3.6.2.1 22,29 2,20
3.6.2.1 21,83 2,10

8 Exp. T = 1h 14,30 £ 5,15 SD 1,75+0,44 SD
3.6.2.1 10,88 1,08 0,0682
3.6.2.1 13,87 1,60
3.6.2.1 13,20 1,48
3.6.2.1 11,91 1,44

4 Exp. T =2h 12,47 £ 1,33 SD 1,40 £ 0,22 SD

Tabelle 3.4.4: Kinetische Auswertung der in Abbildung 3.4.4 datglten Glukosesaufnahme an der
Nullmutante RE700. In drei von 25 Experimenten wagatzlich zur Michaelis-Menten
Kinetik eine Kinetik erster Ordnung nachweisbagq¥ und K,-Werte+ SD.

Die maximale Transportgeschwindigkeit n beim Glukosetransport in der
Nullmutante RE700 hat bis zu einer Stunde erst &% 4bgenommen und nach 2
Stunden um 52%. Die kWerte liegen deutlich niedriger als bei den veadfikaren

Versuchen bei der Galaktoseaufnahme. Die mittl&rgiwWerte liegen zwischen 1,4 und

1,86 mM, also deutlich niedriger als in den Versrchmit Galaktose.



Ergebnisse 55
3.4.5 Versuchsdauer bis drei Stunden
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Abbildung 3.4.5:

mM Glukose

Graphische Darstellung der initialen 5-SekundefmAlbme von Glukose in
Zellen der Nullmutante RE700, die auf 2% Galakigswachsen sind. Shift auf
5% Glukose. Nachfolgend wurde zu verschiedenen pdeitten t die
Glukoseaufnahme bestimmt. Die Zellkultur erfolgtentan aeroben
Bedingungen. Die Anzahl der Experimente und dietidchen Parameter sind
der nachfolgende Tabelle 3.4.5 zu enthehmen.

Deutlicher als in dem Versuch vorher kann bei deik@seaufnahme in die Zellen der

Nullmutante RE700 nach ,Glukoseshift* auf eine Béatbildung geschlossen werden.

Die Auswertung des Versuchs bezlglich der Kineti&lgt in der Tabelle 3.4.5.

Experiment V max (Nmol/min)/mg K (mMM) K4 (ul/min/mg)
3.6.2.2 16,38 1,09 0,1402
3.6.2.2 20,02 1,40

2 Exp. T = 0 ohne 18,02 1,25
3.6.2.2 24,04 1,58
3.6.2.2 24,23 1,78
2 Exp. T =0 mit 24,14 1,68
3.6.2.1 12,93 1,63
3.6.2.1 12,03 1,52
2Exp. T=1h 12,48 1,58
3.6.2.1 13,20 1,48
3.6.2.1 11,91 1,44
2 Exp. T=2h 12,56 1,46
3.6.2.2 11,52 2,05
3.6.2.2 7,22 0,88 0,0302
2Exp. T=3h 9,37 1,47
Tabelle3.4.5: Kinetische Auswertung der in Abbildung 3.4.5 datgéten Glukoseaufnahme an der

Nullmutante RE700. In 2 von 10 Experimenten wardzlgch zur Michaelis-Menten
Kinetik eine Kinetik erster Ordnung nachweisbagq¥ und K,-Werte+ SD.
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Im Vergleich zu den 4 Nullwerten mit 21,17 + 4,8Bm@l/min)/mg Nassgewicht hat
nach 3 Stunden die maximale Transportgeschwindidkgix beim Glukosetransport in
der Nullmutante RE700 bis zu 56% abgenommen. Rid\kerte liegen wieder deutlich

niedriger als bei den vergleichbaren VersuchermdbeGalaktoseaufnahme.

3.4.6 Versuchsdauer bis finf Stunden
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Abbildung 3.4.6: Graphische Darstellung der initialen 5-SekundefrAlbme von Glukose in

Zellen der Nullmutante RE700, die auf 2% Galakigseachsen sind. Shift auf
5% Glukose. Nachfolgend wurde zu verschiedenen pdeitten t die
Glukoseaufnahme bestimmt. Die Zellkultur erfolgtentan aeroben
Bedingungen. Die Anzahl der Experimente und dietiichen Parameter sind
der nachfolgende Tabelle 3.4.6 zu entnehmen.

Die Versuche in der Abbildung 3.4.6 zeigen eindgudtass die Galaktosetransporter
nach der ,Glukoseshift* nur zu etwa 50% abgebautiee. Aus dem Verlauf der
Kurven ist zu entnehmen, dass sie einem Platedrebes. Eine kinetische Analyse der

Experimente erfolgt in der Tabelle 3.4.6.
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Experiment V max (NMol/min)/mg K (MM) K4 (ul/min/mg)
3.6.2.3 10,74 2,28
3.6.2.3 10,51 2,20
3.6.2.3 10,32 0,63 0,0748
3.6.2.3 13,41 1,22
4 Exp. T =3h 11,25 +1,45SD 1,58 +0,80 SD
3.6.2.3 13,90 2,31
3.6.2.3 13,25 2,17
3.6.2.3 12,19 1,87
3.6.2.3 12,17 1,93
4 Exp. T =4h 12,88 £ 0,85 SD 2,07 +0,21 SD
3.6.2.3 14,65 2,66
3.6.2.3 8,41 0,93 0,0908
3.6.2.3 14,42 3,42
3.6.2.3 13,40 2,19
4 Exp. T =5h 12,72 £+2,92 SD 2,30+1,04 SD

Tabelle 3.4.6: Kinetische Auswertung der in Abbildung 3.4.6 datgéten Messwerte wie vorher. 2
von 12 Experimenten lassen auf einen Term erst@énug (Diffusion, K) schlie3en.

Legt man die vier 4 Nullwerte des vorhergehendenrsehes zugrunde mit
21,17 £ 4,3 (nmol/min)/mg Nassgewicht, so hat na&tunden die Maxauf 47%, nach

4 Stunden auf 39% und nach 5 Stunden auf 40% abgeea. Die Plateaubildung ist in
diesem Experiment besonders deutlich zu erkennae.denaue Untersuchung tber die
Kinetik der Abnahme der \axwird in der Abbildung 3.5.1 dargestellt. Dig,KNerte
liegen hier ebenfalls deutlich niedriger als ben dergleichbaren Versuchen bei der

Galaktoseaufnahme. Eine statistische Analyse ldljewerte erfolgt in der Abb. 3.5.2.
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3.5 Zusammenfassung und Vergleichvon V .- und K ,—
Werten aus den initialen Aufnahmeversuchen am Wildt  yp
996A und an der Nullmutante RE700 mit Galaktose ode r

Glukose als Substrat

3.5.1 Zusammenfassung aller V nax-Werte nach ,Glukoseshift"
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Abbildung 3.5.1: Darstellung der MWerte in (nmol/min)/mg Nassgewicht der Zellen
des Galaktosetransportes beim Wildtyp 996A-(o) und bei der
Nullmutante RE700 o - =) sowie der WacWerte des
Glukosetransportes bei der Nullmutante RE700[) gegen die Zeit t
in Stunden (h) nach ,Glukoseshift* der Gal2 induten Zellen.
Mittelwerte + SE.

Die Kurven aus den ¥,Werten wurden mit Hilfe einer Gleichung 1. Ordnung
berechnet. Das Resultat ist in der folgenden Tabelargestellt, es gibt die

experimentellen Verhaltnisse sehr gut wieder.
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Wildtyp 996A, | Nullmutante RE700| Nullmutante RE 700
Galaktosetransport Galaktosetransport Glukosetransport

SPAN 24,59 + 1,58 14,63 £1,59 10,20 £ 1,77

K 0,36 + 0,06 0,53+0,16 1,08 + 0,53

Plateau -1,14 £ 1,43 9,78+1,31 11,60+ 1,44

Halbwertszeit 1,92 1,32 0,64

Korrelations- 0,955 0,797 0,467

Koeffizient r?

Tabelle 3.5.1 SPAN in (nmol/min)/mg Nassgewicht, K = Geschwindigkkonstante, Plateau in

(nmol/min)/mg Nassgewicht, Halbwertszeit in Stunddritelwert + SE.

Wie bereits bei den Experimenten in der Abbildumgl Tabelle 3.5.1 festgestellt, so
zeigt auch die mathematische Analyse mit Hilfe ef@keichung 1. Ordnung, dass beim
Wildtyp 996A der induzierte Gal2-Transporter vdlistig abgebaut wird. Die

Halbwertzeit fur den Abbau von Gal2 ist in der Ti&b8.5.1. mit einem Wert von 1,92

Stunden angegeben, der sehr nahe bei dem vorterageten Wert von 2 Stunden liegt.
Der Korrelationskoeffizient’rvon 0,955 gibt an, dass die Gleichung den Vertirf

experimentellen ¥axWerte gut wiedergibt.

Im Gegensatz zum vollstandigen Abbau beim Wildt9pA erfolgt bei der Nullmutante
RE700 nur ein partieller Abbau des Gal2-Transpsrt®re Kurven enden mit Galaktose
und Glukose als Transportsubstrat auf Plateau-Wene9,78t 1,31 und 11,6& 1,44
(nmol/min)/mg Nassgewicht. Das bedeutet, dass @seti Fallen 40% und 53% der
Gal2-Transporter nicht der Katabolitinaktivierungterliegen und funktionell intakt
bleiben. Die Geschwindigkeit des partiellen Abbaeslgt schneller als beim Wildtyp
K-Werten von 0,530,16 und 1,080,53 gegenuber 0,360,06. Die
entsprechenden Halbwertszeiten (t¥2 = 0,69/K) sii3@ Lind 0,64 Stunden gegentber

mit

1,92 Stunden beim Wildtyp. Die Korrelationskoeféiaten f liegen bei der Nullmutante
bei 0,797 und 0,467. Insbesondere der letzte gedforrelationswert der ViWerte
beim Glukosetransport der Nullmutante ist auf lm#tiichen Streuungen der\c

Werte zurickzufthren.
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3.5.2 Zusammenfassung der K ,-Werte
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Abbildung 3.5.2: K,Werte in mM beim Glukose- und Galaktosetranspodr d
Nullmutante RE700 sowie kWerte des Galaktosetransportes beim
Wildtyp 996A. Beim Wildtyp wurden wegen des vollstigen
Abbaues des Gal2-Transporters nur die Experimeigezb zwei
Stunden nach Glukose-Inkubation verwendet.

Die Ky-Werte fir den Glukosetransport in der NullmutanRE700 an 46
Einzelexperimenten ergeben im Mittel einep-Wert von 1,84 + 0,09 mM. Dagegen
liegen die K;-Werte beim Galaktosetransport sowohl in der Nutamte RE700 (28
Einzelexperimente) als auch im Wildtyp 996A (8 HElexperimente) etwa doppelt so
hoch bei K,Werten mit 3,72 +0,34 und 4,28 +£0,74 mM. Im tsTesind diese
Unterschiede zwischen Glukose- und Galaktosetrandpachsignifikant. Zwischen
Glukose- und Galaktosetransport in der Nullmut®&#00 lag der P-Wert bei < 0,0001
und zwischen Glukosetransport in der Nullmutantd ®Eund Galaktosetransport beim
Wildtyp 996A bei einem P-Wert von 0,0003 fur denvgttailed” t-Test. Dagegen
konnte kein statistischer Unterschied bei dep-Werten im Galaktosetransport
zwischen Nulltyp RE700 und Wildtyp 996A gefunderrden (p = 0,493).
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Die Kn-Werte aus der initialen Aufnahme sind gréf3enordsuréf3ig in guter
Ubereinstimmung mit den entsprechenden-Werten aus den Gegentransport-
versuchen an Plasmamembranvesikeln. So wurde beger@&ansport mit Glukose an
Plasmamembranvesikeln aus der Gal2-induziertemiiéinte RE700 ein #Wert von
2,74 £0,95 mM (Mittelwert aus 6 Einzelexperimente8D) berechnet. Der
entsprechende JcWert beim Gegentransport mit Galaktose an diesetaMe betrug
6,05 mM (Mittelwert aus 3 Versuchen). Damit sind e diK,-Werte des
Galaktosetransportes beim Gegentransport und eindelen Aufnahme doppelt so
hoch wie die entsprechendepVerte des Glukosetransportes (22,21 und 2,02xeDie
Untersuchungen bestatigen einen signifikanten QJokeed in der Affinitat des Gal2-

Transporters gegeniber Glukose und Galaktose afsportsubstrat.
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4 Diskussion

Bereits 1984 haben Kreutzfeldt und Fuhrmann [Kreld#84] an praparierten
Plasmamembranvesikeln aus Hefezellen des Stan8aesharomyces cereviside
1022 nach Induktion mit Galaktose einen Gegenti@msygon Galaktose gemessen.
Diese Untersuchungen deuteten bereits friih darawfdass neben dem sogenannten
.konstitutiven Glucosetransporter” auch ein induzéger Galaktosetransporter vom
Typ des ,facilitated diffusion® Transportes in dd?lasmamembran von Hefen
vorhanden sein muss. Zwischen diesen damaligenrsiiti@ungen und den heutigen,
die sich zwar in der Technik der Gegentransportsaotdnungen [Wilbrandt61] nicht
wesentlich verandert haben, liegt jedoch die Aufkiy des Hefegenoms. Zu der
damaligen Zeit war noch nicht bekannt, wie vieleckirtransporter eine Hefezelle
Uberhaupt besitzt. Erst der erfolgreiche Abschides Hefegenomprojekts [zitiert in
Boles97] ergab, dass es 18 putative HexosetramspGene HXT1-17 und GAL2,
sowie 2 Hexosesensorgene SNF3 und RGT2 gibt. Fir Hexosetransport von
physiologischer Bedeutung sind jedoch nur HXT1-4XTH-7 und GAL2
[Reifenberger95]. Die hier beschriebenen Untersngbo wurden mit der Nullmutante
RE700 ohne physiologisch relevante Glukosetransmgmhe durchgefihrt, die uns
freundlicherweise von Herrn Professor Boles zurflfging gestellt wurde. Vor der
Induktion mit Galaktose zeigt die Nullmutante kelaeHexosetransport (Abb. 3.1.3
und 3.2.3). Erst nach Galaktoseinkubation wirdiallger Galaktosetransporter Gal2

induziert, der neben Galaktose auch Glukose tratispen kann.

Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mér dcrage nach der Kinetik des
Transportes von Galaktose an der mit Galaktoseziaden Nullmutante RE700 mit nur
einem einzigen Hexosetransporter - dem Gal2. Aaseti Hefezellen der Nullmutante
RE700 wurden zuerst Plasmamembranvesikel prapardig keinen relevanten
Stoffwechsel mehr besitzen. Anhand der durchgeddh@egentransportversuche mit
Galaktose (Abb. 3.1.1) konnte eindeutig festgestedrden, dass der Gal2-Transporter
allein, ohne Anwesenheit anderer Hexosetranspd@elaktose nach dem Prinzip der
Jfacilitated diffusion” transportiert. Aus drei Gegtransportversuchen lie3en sich fir
das Substrat Galaktose®Verte von 6,4, 6,5 und 5,3 mM berechnen (Tab.13.1.
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Durch diese Versuche konnten erstmals der Mechasisomd die Kinetik des

Hefetransporters Gal2 in Hefen bestimmt werden.

Der Galaktosegegentransport zeigt im Vergleich 2m dnit Glukose ein deutlich
niedrigeres Gegentransportmaximum (Abb. 3.1.1 urd2B was bereits auf eine
geringere Affinitat von Galaktose zum Transportemieist. Die entsprechenden,K
Werte des Glukosegegentransportes aus sechs Verswaren 3,9, 2,0, 4,0, 2,0, 2,2
und 2,3 mM (Tab. 3.1.2). Der hieraus berechnetaeliert von 2,7 £ 0,9 mM (x SD)
entsprach danach der Hélfte deg-Wertes aus dem Galaktosetransport von 6,0 mM.
Dieser doppelt so hohe KWert fir Galaktose im Vergleich zu dem der Glukesat,
dass das natilrliche Substrat Galaktose eine nexdrig Affinitdt zum

Galaktosetransporter Gal2 besitzt als Glukose.

Andreas Maier hat aus seinen Gegentransportvensuctie Glukose in praparierten
Plasmamembranvesikeln aus der Nullmutante RE708 @adaktose-Induktion einen
Kn-Wert fur Glukose von 1,5 mM (Mittelwert aus 2 Viecken) berechnet [MaierO1].
Dieser Ky-Wert flr Glukose liegt in der Streubreite der abigK,-Werte von
2,7+0,9 mM.

Auch bei den initialen Aufnahmeversuchen an intakitefezellen der Nullmutante
RE700 nach Galaktose-Induktion wurde eine ebendte Hoifferenz der Ig-Werte
zwischen dem Transport von Galaktose und Glukoseegsen (Abb. 3.5.2). Aus 28
Einzelversuchen ergab die kinetische Bestimmungreig,-Wert von 3,7 + 0,3 mM
(Mittelwert £ SE) fur den Galaktosetransport. Diekg-Wert war doppelt so hoch wie
der bei der initialen Glukoseaufnahme mit 1,8 +f@N (46 Einzelversuche,
Mittelwert £ SE). Im t-Test (,two-tailed*) erwies ich dieser Unterschied als
hochsignifikant mit einem P-Wert < 0,0001.

Der niedrige k,-Wert von 1,8 + 0,1 mM bei der initialen Glukosezalime liegt im
Bereich der K,-Werte aus den Gegentransportversuchen von Maied mimM und

liegt auch mit dem hier berechneten Mittelwert-Wem 2,7 £ 0,9 mM im Einklang.
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Der erhobene }k-Wert (Mittelwert £ SE) aus der initialen Galaktasgnahme von
3,7 £0,3 mM (Abb. 3.5.2) liegt ebenfalls im Streuokich der l-Werte von 6,4, 6,5
und 5,3 mM aus den Galaktosegegentransportversucbhagegen gibt es keine
Ubereinstimmung mit den beschriebener-\Werten fiir Galaktose von Bisson et al.
[Bisson93)]. Diese Autoren fanden bei der initia@alaktoseaufnahme zwej,K\Nerte
von 0,8 und 25 mM.

In unseren Versuchen zeigte auch dgi\Wert fir Galaktose bei der initialen Aufnahme
an Zellen des Wildtyps 996A (Abb. 3.5.2) einen \eighbaren hohen kWert mit
4,3 0,7 mM (Mittelwert £ SE) wie fur Galaktose a®r Nullmutante RE700 mit
3,7 £ 0,3 mM. Die K-Werte sind nicht signifikant verschieden. Sie usttheiden sich
jedoch signifikant von den JWerten bei der initialen Glukoseaufnahme in der
Nullmutante RE700.

Betrachtet man die MxWerte sowohl beim initialen Glukosetransport alshabeim
initialen  Galaktosetransport in  der Nullmutante RE&7 und beim initialen
Galaktosetransport im Wildtyp 996A (Abb. 3.5.1), Isggen sie alle in der gleichen
GroRenordnung mit 23,5 + 2,5, 21,5 £ 6,7, und 2336 (nmol/min)/mg Nassgewicht.
Die gleichen VaxWerte weisen darauf hin, dass es sich beim Glukasa
Galaktosetransport in der Nullmutante RE700 al$anoncWildtyp 996A um das gleiche
Transportsystem, namlich dem Galaktosetranspoft@ndelt. Daraus kann man
schlie3en, dass Wildtyphefezellen beim Wachstum Galfaktose hauptsachlich den
Galaktosetransporter induzieren und die friheremrsi#he von Kreutzfeldt und
Fuhrmann hatten danach schon damals den Galakosptrter Gal2 in Hefen
charakterisiert [Kreutzfeldt84].

Die funktionellen Eigenschaften von Gal2 in Hefariglich der Substrate Galaktose
und Glukose liel3en vermuten, dass mdglicherwerse strukturelle Verwandtschaft mit
dem tierischen Glukosetransporter Glutl besteht KpeWert fur den Glukosetransport
in menschlichen Erythrozyten Glutl wird bei 20° @ 96 mM und 2,4 mM angegeben
[Stein90] [Fuhrmann89(2)] und ist somit in der Takergleichbar mit dem
entsprechenden kWert des Gal2 in den Hefezellen. Dagegen weicherKg-Werte

fur Galaktose betrachtlich ab, obwohl auch beim k@setransporter Glutl in
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menschlichen Erythrozyten eine geringere Affinftat Galaktose registriert wurde. Der
Kn-Wert von 12 mM [Stein90] ist aber deutlich hoheals die von uns am
Galaktosetransporter Gal2 gemessenep\Werte (Gegentransport 6 mM, initiale
Aufnahme 3,7 £ 0,3 mM).

Weitere Unterschiede bestehen darin, dass der @iuel deutliche Asymmetrie des
Glukosetransportes aufweist. und Gal2 in Hefen &ednlche Asymmetrie erkennen
lasst [Fuhrmanng&Q)]. Aus den groRenordnungsmafdig gleichegWerten bei der

initialen Aufnahme und dem Gegentransport geht ka&symmetrisches Verhalten
hervor. Schliel3lich sind die fir den GlukosetramspoGlutl wirksamen Inhibitoren

wie Cytochalasin B etc. unwirksam beim Hexosetrartsp Hefen [Fiechter81].

Kasahara et al. geben darlber hinaus eine unteddichie Substrataffinitat von Gal2
und Glutl mit folgender Reihenfolge der bevorzugtexosen an. Danach bevorzugt
Gal2 folgende Hexosen in angegebener Reihenfolg€luRose> D-Galaktose > 2-
Deoxy-D-Glukose > D-Fruktose >> 3-O-Methyl-D-Glukod=ur Glutl ergibt sich die
Reihenfolge: D-Glukose > 2-Deoxy-D-Glukose 3-O-Methyl-D-Glukose > D-

Galaktose >> D-Fruktose [Kasahara98].

Auf der Suche nach mdglichen strukturellen Ubetgimsungen von Gal2 und Glutl

fanden Kasahara et al. in der putativen Membrandeni® des Glutl zwei aromatische
Aminosauren PH&® und Trp®, die Ty#*® und Trg>® im Gal2 entsprachen

[Kasahara98]:

Glutl -IVAI FG FVAFFPEVG PGP | RV38F-
Gal2 -l VFTCF YI FY**ATTWAPVAW*®V-
Hxt2 -1 VETCL FI F F®'AI SWAP | AY* V-

Die beiden Aminosauren Tf und Trg®® im Gal2 haben sich dabei als unersetzlich
und wichtig fur die Erkennung von Galaktose erwned@ies geht insbesondere aus der
Tatsache hervor, dass der Austausch im Hefeglulewsstorter Hxt2 von® und Y**°
gegen Tyt*® und Trg>° einen Galaktosetransport im Hxt2 bewirkte [KasaB8}. Aus

Aminosaurenaustausch-Versuchen in diesen Positioneam tierischen
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Glukosetransporter Glutl zeigte sich jedoch, das#érhinosauren PHE und Trp®im
Glutl essentiell fir den Glukosetransport sind. Basmd die Strukturen fir die

Erkennung von Galaktose im Glutl im Gegensatz zaf2 @eiterhin unbekannt.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigte sich mit degenannten ,Glukoseshift”. Dabei
wurden die mit Galaktose induzierten Hefezellen a@af Glukosemedium umgesetzt.
Beim Wildtyp wird durch die Anwesenheit von Glukasee Repression von Enzymen
hervorgerufen und die Leloir-Enzyme werden irreNsiskatabolisch durch Proteolyse
abgebaut. Der Transporter Gal2 selbst verschwirgbdtei vollstandig aus der
Plasmamembran und sein Transport ist nicht mehnweisbar. Dies ist auch der Fall
beim Wildtyp 996A (Abb. 3.5.1). Hier wird der inderte Galaktosetransporter Gal2
anhand seiner .y die proportional zu der Anzahl der Transportérgemessen. Der
Abbau erfolgt exponentiell (Korrelationskoeffiziely®55) mit einem K-Wert von 0,36
+ 0,06 und einer Halbwertzeit von 1,82unden, sodass nach etwa 8 Stunden fast kein
Galaktosetransport mehr nachzuweisen ist (Abb.1B.9Dieses Verhalten und der
zeitliche Ablauf entspricht in etwa den Werten \@alindez et al. an Hefezellen des
StammesSaccharomyces carlsbergen&s517 in kontinuierlicher Kultur [Galindez83].
Horak et al. ermittelten dagegen eine etwas lanigatewertszeit von etwa 3 5tunden
bei Zellen des Wildtyps WC@4Horak97]. Der Unterschied in der Halbwertszesgt

maoglicherweise an der Verwendung unterschiedlietefestamme.

Im Vergleich zu den Wildtyp-Hefezellen zeigt die IMwtante RE700 beim

»Glukoseshift* ein signifikant anderes Verhaltess, wird namlich nur etwa die Halfte
der induzierten Galaktosetransporter abgebaut.iiMiker Abbildung 3.5.1 zu erkennen
ist, strebt die Abnahme der bei den Versuchen mit der Nullmutante auf eindlat

zu. Es werden in diesen Versuchen 40% bis 53% ddak@®setransporter nicht
abgebaut und bleiben aktiv. Auch die Geschwindigkdes Teilabbaues der
Galaktosetransporter ist schneller als beim Wil@9pA. Auf Grund der Streuung lasst

sich jedoch hierbei keine exakte Kinetik bestimmen.

Das Phanomen der Plateaubildung wurde in dieses@\lésher noch nicht beobachtet
und es ist nicht bekannt, warum die Nullmutante ®REihre Galaktosetransporter nicht

vollstandig abbaut wie das der entsprechende Wildggt. Jedes extrazellulare Signal
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muss von der Zelle registriert, weitergeleitet ummd eine biochemische Antwort
umgesetzt werden. Die chemische Natur des Sigwalshes den Glukose-induzierten
Abbau von Gal2 bewirkt, ist bisher nicht vollstama@iufgeklart. Moglicherweise ist die
Signalsequenz bei der Nullmutante RE700 teilweigdtnmehr intakt, so dass die
Inaktivierung des Gal2 nicht vollstandig funktiortieVielleicht ist auch durch das
Entfernen der Gene fur die Glukosetransporter znstellung der Nullmutante RE700,
das empfindliche Zusammenspiel der verschiedeneroiriienzyme bei der
.Downregulierung“ des Gal2 in der Zelle gestort.rédoet al. konnten z. B. zeigen, dass
bei bestimmten Mutanten mit einem endozytotischeffiekt die Galaktosetransporter
nicht abgebaut werden [Horak97]. Weiterhin ist denk dass durch Ausfall der
Glukosetransporter als Regulativ bei der Nullmwamin noch nicht bekannter
~Selbsterhaltungstrieb” die Katabolitinaktivierungach gewisser Zeit stoppt. Zur

Abklarung dieses interessanten Phanomens sindres®Fsuche notwendig.
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5 Zusammenfassung

Galaktose-Gegentransportmessungen an Plasmameresikaein prapariert aus mit
Galaktose induzierten Zellen der Nullmutante RE&8§aben folgende kWerte: 6,4,

6,5 und 5,3 mM. Damit ist zum erstenmal eindeugg Blechanismus des ,facilitated
diffusion” Transportes und die Kinetik des Galaktinansporters Gal2 der Hefe

bestimmt worden.

Der Galaktosegegentransport an Plasmamembranvesikefipariert aus der
Nullmutante RE700 nach Galaktose-Induktion zeigiMergleich zu dem mit Glukose
ein deutlich niedrigeres Gegentransportmaximum, Waseits auf eine geringere
Affinitdt von Galaktose zum Gal2 hinweist. Die @rechenden K-Werte aus sechs
Versuchen des Glukose-Gegentransportes waren,8,%,9, 2,0, 2,2 und 2,3 mM. Der
hieraus berechnete Mittelwert von 2,7 £+ 0,4 mM praish damit der Halfte des,K

Wertes aus dem Galaktosegegentransport mit 6,0 mM.

Eine ebenso grol3e Differenz deg-Mverte zwischen dem Transport von Galaktose und
Glukose konnte bei initialen Aufnahmeversuchen atled der Nullmutante RE700
nach Galaktose-Induktion erhoben werden. Aus 2&dbnersuchen mit Galaktose als
Transportsubstrat ergab sich eip-Wert von 3,7 + 0,3 mM, der damit doppelt so hoch
wie der bei der initialen Glukoseaufnahme lag nmiem K,-Wert von 1,8 + 0,1 mM
(46 Versuche). Im t-Test (,two-tailed”) erwies sicdieser Unterschied als
hochsignifikant mit einem P-Wert < 0,0001. Der mige K-Wert von 1,8 £ 0,1 mM
bei der initialen Glukoseaufnahme bestéatigt denediereten kK-Wert aus den
Gegentransport- versuchen von Maier mit 1,5 mM Uiedgt auch mit dem hier

erhobenen K-Wert von 2,7 £ 0,4 mM im Einklang.

Der Kyp-Wert des initialen Galaktosetransportes beim Widd®@96A nach Galaktose-
Induktion betrug in 8 Einzelversuchen 4,3 + 0,7 nukd war somit nicht signifikant
verschieden von dem entsprechenden-Wert der Nullmutante RE700 mit
3,7+ 0,3 mM.
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Die niedrigen K;-Werte fur Glukose mit 1,8 mM am Gal2-Transporter Hefe sind in
Ubereinstimmung mit entsprechenden -Werten des menschlichen
Glukosetransporters Glutl aus der Literatur mit 1y&d 2,4 mM [Stein90]
[Fuhrmann89(1)]. Dagegen sind dig,XVerte fur den Galaktosetransport mit 6 und
3,7 MM am Gal2 Transporter der Hefe deutlich veestdn gegeniber dem KNert
von 12 mM beim menschlichen Glutl Transporter. #wiiterer Unterschied besteht
darin, dass der Hefetransporter Gal2 kein asymsuobies Transportverhalten wie der
menschliche Glutl beim Erythrozyten aufweist. Dastinicht nur die Struktur sondern

auch die Funktion beider Transporter verschieden.

Durch die Anwesenheit von Glukose (,Glukoseshifttjrd eine Repression von
Enzymen hervorgerufen. Beim Wildtyp 996A verschveindder induzierte
Galaktosetransporter Gal2 wieder vollstandig. Debb#u erfolgt exponentiell
(KorrelationskoeffizienD,955) mit einem K-Wert von 0,360,06 und einer
Halbwertzeit von 1,98tunden, sodass nach etwa St8nden fast Kkein
Galaktosetransport mehr nachzuweisen ist. Diesebalten und der zeitliche Ablauf

entsprechen in etwa den Angaben aus der Liter&alijdez83] [Horak97].

Im Vergleich zu den Wildtyp-Hefezellen zeigt die IMwtante RE700 beim
»Glukoseshift* ein signifikant anderes Verhaltes, wird namlich nur etwa die Halfte
der induzierten Galaktosetransporter abgebaut. iDabebt die Abnahme der
Galaktosetransporter auf ein Plateau zu. Es wdrddiesen Versuchen 40 bis 53% der
Galaktosetransporter nicht abgebaut und bleibeiv.dRibei ist die Geschwindigkeit
des Teilabbaues der Galaktosetransporter schradtldreim Wildtyp 996A. Auf Grund

der Streuung lasst sich jedoch hierbei keine exéktetik bestimmen.

Das Phanomen der Plateaubildung wurde in dieses@\l@sher noch nicht beobachtet
und es ist nicht bekannt, warum die Nullmutante ®REihre Galaktosetransporter nicht
vollstandig abbaut wie Wildtypen der Hefen. Mogkcheise ist durch das Entfernen
der Gene fur die Glukosetransporter das empfindlicAusammenspiel der
verschiedenen Leloir-Enzyme bei der ,Downreguligfudes Gal2 in der Zelle gestort.
Es ist aul3erdem vorstellbar, dass durch AusfalGlekosetransporter als Regulativ bei

der Nullmutante ein noch nicht bekannter ,Selbsibumgstrieb” die
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Katabolitinaktivierung des Galaktosetransportershnagewisser Zeit stoppt. Zur

Abklarung dieses interessanten Phanomens sindres&ersuche notwendig.
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