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-Kurzzusammenfassung-

Kurzzusammenfassung

Die Vakuole des Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae ist funktionell homolog zum
Lysosom hoherer Eukaryoten und ist neben der Funktion bei der Proteinhomdostase wichtig
fiir zellulire Regulationsprozesse, die Speicherung von Metaboliten und die Entgiftung
verschiedener Kleinmolekiile und Ionen. Auffillig ist die sehr hohe Anreicherung vorwiegend
basischer Aminoséduren in diesem zentralen Organell. Mit einer in dieser Arbeit entwickelten
Methode zur selektiven Extraktion cytosolischer Metabolite, beruhend auf der Porenbildung
mit Nystatin, konnte gezeigt werden, dafl die Akkumulation von Aminosduren in batch-
Kulturen stark abhidngig von der Wachstumsphase ist. Vor allem wéhrend des diauxischen
shifts wurde eine verstirkte Synthese und Anreicherung in der Vakuole gefunden. Die in vivo-
Mobilisierung basischer Speicheraminosduren aus der Vakuole konnte bei gleichzeitiger
Verlagerung aller Aminosduren in das vakuoldre Lumen unter stickstofflimitiertem Wachstum
auf Prolin und bei Stickstoffthunger gezeigt werden. Stickstoffgehungerte Kulturen, die auf
Medium mit Ammonium iiberfiihrt wurden, akkumulierten vor Erreichen eines neuen steady
state grofle Mengen Arginin, Ornithin und Glutamin in der Vakuole.

Ein Ansatz zur Charakterisierung vakuoldrer Transportprozesse ist die selektive
Metabolitextraktion unter spezifischen physiologischen Bedingungen in Deletionsmutanten
putativer Transportproteine im Vergleich zum Wildtyp. Die moglicherweise fiir Transporter
codierenden ORFs im Hefegenom wurden anhand der Homologie zu bereits charakterisierten
Genen identifiziert. Hier konnte gezeigt werden, da3 dieser Ansatz in S. cerevisiae nur unter
sehr spezifischen Bedingungen, moglicherweise nur durch dynamische Experimente, Erfolg
verspricht. In 13 untersuchten Deletionsstimmen konnte kein Phénotyp beschrieben werden.
Trotz der seit 1996 bekannten Sequenz des gesamten Genoms konnten erst wihrend dieser
Arbeit durch Russnak ef al. (2001) die ersten Genloci fiir vakuoldre Aminosduretransporter
identifiziert werden.

Neben der Speicherung niedermolekularer Stoffe hat die Vakuole eine wichtige Funktion bei
zelluldren Regulationsprozessen. Erstmals konnte in dieser Arbeit eine Neusynthese von
Aminosduren und eine Verschiebung aus der Vakuole ins Cytosol bei Salzstrel beschrieben
werden. Damit erniedrigt Saccharomyces cerevisiae bei hyperosmotischem Strefl die
Wasseraktivitdt im Cytoplasma durch Akkumulation vorwiegend basischer Aminosduren.
Auch nach Hitzeschock war eine Erhohung des Gesamtgehalts metabolisch zentraler
Aminosduren zu beobachten. Gleichzeitig wurden Hinweise auf einen vakuoldren Anteil des

kosmotropen Zuckers Trehalose gefunden.



-Abstract-

Abstract

The vacuole of the model organism Saccharomyces cerevisiae is functionally homologous to
the lysosome of higher eukaryotes and is, besides its function in protein homeostasis,
important for cellular regulation processes, metabolite storage and detoxification of different
small molecules and ions. Basic amino acids are remarkably accumulated inside this
organelle. During this study a method for selective extraction of cytoplasmic metabolites
based on the pore-forming action of nystatin was developed. Using this method, a strong
dependence of amino acid accumulation on the growth state of cells in batch culture was
observed. An increased synthesis and accumulation inside the vacuole was found especially
during the diauxic shift. The in vivo mobilization of basic storage amino acids from the
vacuolar lumen with a concomitant shift of all amino acids into this organelle was found
under nitrogen limited growth on proline and under nitrogen deprivation. Nitrogen depleted
cultures shifted to medium containing ammonia accumulated excess amounts of arginine,
ornithine and glutamine inside the vacuole before reaching a new steady state.

One attempt to characterize vacuolar transport processes is the determination of subcellular
metabolite distributions under defined physiological conditions in mutants, deleted in genes of
putative transport proteins, compared to wild type cells. ORFs of the yeast genome likely to
code for carriers were identified by sequence comparison with known genes. It is shown here,
that this attempt is only promising under very specific conditions, maybe by performance of
dynamic pool extraction experiments. Within 13 deletion mutants examined no phenotype
was found. Despite the completely available genome sequence, Russnak and coauthors (2001)
were the firsts to identify genes for vacuolar amino acid transporters parallel to this study.
Besides the storage of small solutes, the vacuole has important functions in cellular regulation
processes. This work shows for the first time an enhanced synthesis and shift of amino acids
from the vacuolar lumen to the cytosol under salt stress. Therefore Saccharomyces cerevisiae
copes with hyperosmotic stress conditions by lowering the cytoplasmic water activity by
accumulation of especially basic amino acids in the cytoplasmic pool. After heat shock, an
increase in the total concentration of metabolically central amino acids was found as well.
Concomitantly hints for a vacuolar sequestration of the cosmotropic sugar trehalose were

found.
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Abkurzungsverzeichnis

Arg-CMAC 7-L-Argininamido-4-chloromethylcoumarin

ATP Adenosintriphosphat

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

Brij® 35 Polyethylenglykolmonostearylester

BTM Biotrockenmasse

cAMP 3’-5"-cyclo-AMP

CFU colonie forming unit

CNM central nitrogen metabolism (zentraler Stickstoffmetabolismus)
Cit Citrullin

DMSO Dimethylsulfoxid

DTE Dithioerythritol

EDTA N, N, N, N’-Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

FID Flammenionisationsdetektor

Fmoc-Cl 9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid

GABA 4-Aminobutansidure

GC Gaschromatographie

GFP green fluorescent protein (griin fluoreszierendes Protein)
GOGAT Glutamin-2-Oxoglutarat-Aminotransferase

GS Glutaminsynthetase

3xHA 3xHéamaggluttininepitop, Genkonstrukt zur immunologischen

Markierung von unbekannten Proteinen

HAP heme activator protein

HEPES Hydroxyethylpropansulfonsdure

HPLC High-performance liquid chromatography (hochauflosende
Fliissigkeitschromatographie)

HSE heat shock element

MFS major facilitator superfamily

MSTFA N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid

NAD-GDH NADH-abhéngige Glutamatdehydrogenase

NADPH-GDH NADPH-abhéngige Glutamatdehydrogenase
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NCR nitrogen catabolite repression (Stickstoff-Katabolitrepression)

OPA o-Phtaldialdehyd

ORF open reading frame

Orn Ornithin

PDSE post diauxic shift element

PIPES Piperazin-1,4-bis-(2-ethansulfonsdure)

PKA Proteinkinase A

P5C Pyrrolin-5-Carboxylat

RP reversed phase (Umkehrphase(n)-)

Upm Umdrehungen pro Minute

S.c. Saccharomyces cerevisiae

S Standardabweichung

SP(M)E solid phase (micro) extraction
Festphasen-(mikro) extraktion

STRE stress responsive element

TBAHS Tetrabutylammoniumhydrogensulfat

TCA Trichloracetat

TEA Triethylamin

THF Tetrahydrofuran

TMCS Trimethylchlorsilan

TMS- Trimethylsilyl-

TRIS 2-Amino-Hydroxymethylpropan-1,3-Diol

Physikalische und chemische Einheiten werden nach dem Systéme International d"Unités (SI)
bezeichnet.

Aminosduren werden mit den international gebrduchlichen Dreibuchstabencodes oder
Einbuchstabencodes abgekiirzt, die nicht-Standard-Aminosduren Ornithin und Citrullin
werden mit Orn und Cit bezeichnet.

Gene und Proteine werden nach der in der Literatur gingigen Nomenklatur fiir Hefe
bezeichnet. Dabei handelt es sich bei Abkiirzungen um Proteine, wenn ein ,,p* hinter dem
Genkiirzel steht.

Um Unklarheiten zu vermeiden werden in dieser Arbeit géingige Fachausdriicke aus dem
Englischen iibernommen, wenn es keine deutsche Entsprechung gibt oder diese nicht

gebriuchlich ist.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Saccharomyces cerevisiae

Die Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae und deren ndchste Verwandte, S. vini und S.
carlsbergensis, die zur Klasse der Ascomyceten (Abteilung Eumycota, ,.echte Pilze®)
gehoren, zihlen zu den technologisch am intensivsten genutzten Mikroorganismen und haben
mit einer Jahresproduktion von etwa 1,5 Millionen Tonnen (Hamlyn 1998) grof3e
wirtschaftliche Bedeutung. Grundlage fiir diese Nutzung ist der biphasische Metabolismus der
Bickerhefe bei Wachstum auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen. Zundchst werden
fermentativ groBe Mengen Ethanol produziert, die erst bei Verarmung der Kohlenstoffquelle
respirativ metabolisiert werden (Bijkerk und Hall 1977, Jones und Kompala 1999). Ist die
wirtschaftliche Nutzung schon seit Jahrhunderten bekannt, hat sich Saccharomyces cerevisiae
heute auch zu einem der wichtigsten Modellorganismen fiir die eukaryotische Zellbiologie
entwickelt. Mit der kompletten Sequenzierung des Genoms, das mit nur etwa 6200 open
reading frames (ORFs) flir Eukaryoten unerwartet klein ist, wurde 1996 eine neue Dimension
in der biologischen Grundlagenforschung erdftnet (Goffeau et al. 1996, Goffeau et al. 1997).
Ziel ist es nun, in Saccharomyces cerevisiae als erstem Eukaryoten eine Zuordnung aller
Gene zu zelluldren Funktionen zu erreichen und so den Grundstein zu einem umfassenden
Verstindnis der komplexen Funktionen dieses Organismus zu legen. Dies wird durch die im
Vergleich zu anderen Modellorganismen einfache genetische Manipulierbarkeit von

Saccharomyces im haploiden Laborsystem erleichtert.

1.2 Zellkompartimentierung

Die Kompartimentierung eukaryotischer Zellen dient vor allem dazu, den Metabolismus in
verschiedene Reaktionsrdume zu unterteilen und so eine komplexe Regulation des
Stoffwechsels zu ermdglichen. Dabei werden unterschiedliche chemische Milieus fiir die
jeweiligen Stoffwechselzweige geschaffen. Gleichzeitig wird das Verhiltnis von
Membranoberfliche zu Volumen in der Zelle erhoht, da viele essenticlle
Stoffwechselfunktionen membranassoziiert —stattfinden. Damit werden aber auch
mannigfaltige Transportprozesse notwendig. Hierzu zdhlen die vesikuldre Sortierung von
Proteinen (Harter und Reinhard 2000) und Lipiden (Daum et al. 1998), sowie der direkte
Transport kleiner Metabolite iiber Membranen. Durch die Kompartimentierung

niedermolekularer Metabolite kann die Regulation von Biosynthese- und Abbauwegen nicht
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nur durch die Aktivitét der beteiligten Enzymsysteme reguliert werden, sondern es ergibt sich
die Moglichkeit der Regulation der Verteilung bei Anwesenheit anaboler und kataboler
Enzymsysteme. Ein Beispiel ist die Trennung des anabolen Zweigs des Harnstoffzyklus
(Carbamoylphosphatsynthese und —iibertragung auf Ornithin) in Mitochondrien vom
katabolen Anteil (Arginase) in vielen Organismen (siehe auch 1.4). Da der Transport iiber
Membranen meist sekundidr an ein Cosubstrat oder direkt an die Hydrolyse von ATP

gekoppelt ist, wird eine weitere Regulationsmdglichkeit geschaffen.

1.3 Die Vakuole in Saccharomyces cerevisiae

Die Vakuole in Saccharomyces cerevisiae ist homolog zum Lysosom hoherer Eukaryoten
(Matile und Wiemken 1967, Jones ef al. 1997). Unter Hungerbedingungen findet etwa 85 %
des Gesamtproteinabbaus in der Vakuole statt, wo 40 % der Gesamtzellproteine in 24
Stunden abgebaut werden konnen (Thumm 2000). Speziell Membranproteine werden nach
Monoubiquitinierung und Endozytose in der Vakuole abgebaut. Neben dem Proteinumsatz
spielt die Vakuole eine Rolle bei der Regulation der cytosolischen pH- und Ionenhomdéostase
(Klionsky 1990, Bertl und Slayman 1990, Nass und Rao 1999, Forster und Kane 2000), bei
Entgiftungsprozessen (Bauer ef al. 1999) und der Speicherung von Metaboliten. Ionen (Wada
und Anraku 1994), Polyamine (Kakinuma et al.1992), Gallenséuren (Petrovic et al. 2000) und
Aminosduren (Messenguy et al. 1980, Kitamoto et al.1988) werden unter physiologischen
Bedingungen in hoher Konzentration im vakuoldren Lumen akkumuliert (siche Abbildung 1).
Energetisiert wird der Transport meist durch die vakuoldre V-ATPase, die strukturell homolog
zur mitochondrialen F-ATPase ist und einen Gradienten von bis zu 1,7 pH-Einheiten und
+180 mV Innen iiber die vakuolire Membran, auch Tonoplast genannt, erzeugen kann
(Kakinuma et al. 1981). Neben sekundiren Transportern sind auch zwei ABC-Transporter,
die den Transport direkt an die Hydrolyse von ATP koppeln (Jones und George 2000), im
Tonoplasten charakterisiert. Beide haben Entgiftungsfunktion (Abbildung 1).
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V-ATPase
ATP  ADP +P,
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Ycfip AT Fthip
ADP+P; AP
Ybt1p

Abbildung 1 Schema der bekannten vakuoldren Transportproteine fiir niedermolekulare Metabolite und Ionen.
GS-X = Glutathionkonjugate.

Der Aminosduremetabolismus in Saccharomyces cerevisiae ist ein Musterbeispiel fir die
Nutzung der Kompartimentierung zur Trennung von Biosynthese, Abbau und Speicherung.
Die Vakuole dient dabei als metabolisch inaktiver Stickstoffspeicher, in den vorwiegend
basische Aminosduren, energetisiert durch den von der vakuoliren ATPase generierten
Protonengradienten, sequestriert werden. Allerdings findet in der Vakuole ein aktiver Umsatz
durch Proteolyse statt, so da ein Teil der Metabolite im Lumen aus dynamischen
Umsatzprozessen von Makromolekiilen stammen. Schon 1974 konnten Boller et al. (1974)
eine aktive Aufnahme von Arginin in intakte Vakuolen zeigen. Basierend auf
Transportstudien an vakuoldren Vesikeln postulierten Sato efal (1984 a/b) sieben
Aminosédure-Proton-Antiporter und einen Arginin-Histidin-Antiport im Tonoplasten. Erst
kiirzlich konnten Russnak et al. (2001) die Gene fiir ein vakuoldres Glutamin-/ Tyrosin-
/ Isoleucinimportprotein (Avtlp) als Mitglied der AAAP-Transporterfamilie (André 1997,
Young et al. 1999), zu der auch die neuronalen vesikuliren GABA-Glycin-Transporter

zédhlen, identifizieren.
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Im vakuoldren Lumen miissen die bis zu etwa 0,4 M angereicherte Aminosduren (Kitamoto e?
al. 1988) osmotisch inaktiv vorliegen, da als Konsequenz der hohen Metabolitkonzentration
die Wasseraktivitit geringer wire als im Cytosol und die Vakuole durch Wassereinstrom
stark anschwellen wiirde. Daher vermuteten Diirr et al. (1979) eine Bindung basischer
Aminosduren an Polyphosphat, das ebenfalls in der Vakuole angereichert ist. Weiterhin sind
ionische Austauschprozesse an der Volumen- pH- und Osmoregulation der Vakuole beteiligt,
deren Mechanismen bisher nur ansatzweise verstanden sind (Latterich und Watson 1991,
Calahorra et al. 1998, Nass und Rao 1999, Serrano et al. 1999).

Neben dem vakuoldren Anteil existiert ein mitochondrialer Aminosdureanteil, da in diesem
Organell neben der Proteinsynthese auch wichtige Reaktionen des zentralen
Aminosdurestoffwechsels stattfinden (Jauniaux et al. 1978, Cooper 1982). Im cytosolischen
Anteil wurden vor allem Aminosduren wie Aspartat und Glutamat gefunden, die einen
schnellen metabolischen Umsatz zeigen (Wiemken und Diirr 1974, Messenguy et al. 1980,
Kitamoto et al. 1988).

Obwohl schon vielfiltige vakuoldre Aufnahmesysteme fiir Kleinmolekiile beschrieben sind,
konnten Exportmechanismen bisher nur rudimentdr beschrieben werden. Russnak et al.
(2001) konnten kiirzlich einen Verlust des ATP-abhidngigen Exports von Glutamat und
Aspartat aus vakuoliren Vesikeln eines avt6-Deletionsstammes und eine Uberakkumulation
von Glutamin, Isoleucin und Tyrosin in vakuoldre Vesikel, isoliert aus avt3/4-
Deletionsstimmen, zeigen. Die Mobilisierung basischer Aminosduren aus der Vakuole unter
Stickstoffmangelbedingungen wurde in vivo durch differentielle Extraktion mit Kupferchlorid

gezeigt (Kitamoto et al. 1988, Messenguy et al. 2000).

1.4 Zentraler Stickstoff- und Aminosauremetabolismus in
Saccharomyces cerevisiae (CNM)

Metabolite, die Stickstoff in verwertbarer Form enthalten, werden anhand ihrer
Auswirkungen auf die Teilungsrate als gute Stickstoffquellen (Ammonium, Glutamin,
Asparagin) oder schlechte Stickstoffquellen (z.B. Harnstoff, Prolin) bezeichnet. Um eine
Verbindung als Stickstoffquelle zu nutzen, mu3 Saccharomyces cerevisiae daraus Glutamat
oder Glutamin synthetisieren (Cooper 1982, ter Schure et al. 2000, Abbildung 2). Aus diesen
beiden Aminosduren konnen alle Stickstoff enthaltenden Komponenten der Zelle hergestellt

werden (Magasanik 1992).
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NADPH + H* ATP ADP +
NH,* NADP* NH4+ P
a-Ketoglutarat . NADPH-GDH | o ~iutamat GIutamin
< A
NAD-GDH i
¥
NADH+H* NAD+H*
NH,*
GOGAT
NAD* NADH + H*

Abbildung 2 Zentraler Stickstoffmetabolismus in Saccharomyces cerevisiae. . NADPH-GDH = NADPH-
abhéngige Glutamatdehydrogenase, NAD-GDH = NAD-abhingige Glutamatdehydrogenase, GS = Glutamin-
synthetase, GOGAT = Glutamin-2-Oxoglutarat-Aminotransferase. Nach ter Schure et al. 2000.

Glutamat kann NADPH-abhingig aus Ammonium und dem Tricarbonsdurezyklus-
Intermediat ~ 2-Ketoglutarat  synthetisiert ~werden (NADPH-GDH). Durch die
Glutaminsynthetase kann ATP-abhingig ein weiteres Stickstoffidquivalent unter Bildung von
Glutamin fixiert werden. Bei Wachstum auf Glutamin kann dieses NAD -abhingig durch
GOGAT in Glutamat umgewandelt werden (Soberon und Gonzalez 1987). Gleichzeitig kann
aus Glutamin und Asparagin Ammonium direkt durch Glutaminasen und Asparaginasen
freigesetzt werden (Sinclair et al. 1994). Das Zusammenwirken von Glutaminsynthetase und
GOGAT ist der Hauptstickstoffassimilationsweg in Bakterien und Pflanzen (Chock et al.
1985, Holmes et al. 1991). In Saccharomyces ist die physiologische Funktion des
GS/ GOGAT-Systems noch nicht verstanden. Die Wichtichkeit der GOGAT, in Bakterien der
regulatorische Kreuzungspunkt von Stickstoff- und Kohlenstoffmetabolismus, wurde fiir
Saccharomyces cerevisiae wahrscheinlich lange Zeit unterschitzt (van Riel 2000, ter Schure
et al. 2000).

Harnstoff wird zunichst biotinabhéngig zu Allophanat carboxyliert und zu Ammonium und
CO; abgebaut. Prolin wird in mehreren Schritten im Mitochondrium zu Glutamat katabolisiert
(Cooper 1982, Krzywicki und Brandriss 1984, Brandriss und Krzywicki 1986). Bei
Wachstum auf Prolin wird dieses durch die allgemeine Aminosidurepermease (Gaplp) und die
Prolinpermease (Put4p) in die Zelle aufgenommen und weiter in die Mitochondrien
transportiert, wo es zundchst zu 06-1-Pyrrolin-5-carboxylat (P5C) oxidiert wird. Diese
Zwischenstufe hydrolysiert spontan unter Ringoffnung zum Glutamat-5-Semialdehyd,

welches durch die P5C-Dehydrogenase zu Glutamat oxidiert wird. Dieses kann im
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Mitochondrium nach Acetylierung in Ornithin {iberfiihrt werden, das im, in vorzugsweise
fermentierenden Hefen wie Saccharomyces cerevisiae, komplett cytosolischen
Harnstoffzyklus zu Citrullin und Arginin umgesetzt werden kann. Ein Glutamattransporter ist
in Saccharomyces-Mitochondrien noch nicht charakterisiert, in Sdugermitochondrien kann
dieses iiber den Glutamat-Aspartat-Antiporter (Palmieri et al. 2001), einen Teil des NADH-
shuttle-Systems, oder einen kiirzlich charakterisierten Glutamatcarrier (Fiermonte et al. 2002)
in die Mitochondrien transportiert werden. Ornithin wird wahrscheinlich durch den
Protonantiporter Ortlp (frither Argllp) aus den Mitochondrien exportiert (Palmieri et al.
1997). Damit sind die Komponenten des zentralen Stickstoffmetabolismus (CNM) direkt mit
dem Metabolismus der wichtigsten Speicheraminosdure Arginin verkniipft. Die Intermediate
des Harnstoffzyklus, Arginin, Ornithin und Citrullin, akkumulieren bei guter
Stickstoffversorgung in hoher Konzentration in der Vakuole (Wiemken und Diirr 1974,
Messenguy et al. 1980, Kitamoto ef al. 1988). Um bei Wachstum auf Arginin den anabolen
Teil des Harnstoffzyklus zu hemmen, bindet die Arginase bei Anwesenheit von Ornithin und
Arginin reversibel an die Ornithincarbamoyltransferase und deaktiviert diese (Jauniaux et al.
1978). Bei schlechter Stickstoffversorgung kann Arginin cytosolisch durch Arginase zu
Ornithin und durch die Ornithinaminotransferase weiter zum P5C abgebaut werden (Jauniaux
et al. 1978). Aus Ornithin synthetisiertes PSC wird zunichst durch die PSC-Reduktase zu
Prolin reduziert und dann mitochondrial zu Glutamat abgebaut. Dieser Zwischenschritt ist
notwendig, da die P5C-Dehydrogenase nur bei Anwesenheit von Prolin aktiv ist, ein
wichtiger Teil der Regulation des Prolinkatabolismus (Brandriss und Magasanik 1979/ 1980,
Krzywicki und Brandriss 1984, Brandriss und Krzywicki 1986). In der inneren
mitochondrialen Membran wurde auBerdem ein elektroneutral arbeitender Antiporter fiir
basische Aminosduren gefunden, der eine Aufnahme von Arginin, Ornithin und Lysin in
Mitochondrien ermoglicht (Soetens et al. 1998). Die physiologische Funktion dieses
Transporters ist noch unklar, wahrscheinlich ermdglicht er jedoch den Import von Arginin zur
allosterischen Inhibition der eigenen Biosynthese. Eine schematische Ubersicht iiber diese

Stoffwechselwege und ihre Kompartimentierung ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3 Ubersicht iiber die Kompartimentierung der wichtigsten Aminosiurestoffwechselwege in
Saccharomyces cerevisiae. Die metabolischen Zusammenhinge sind nur schematisch wiedergegeben, Pfeile
sind nicht als Reaktionspfeile zu verstehen. Viele der mitochondrialen Transportprozesse sind noch nicht
genauer charakterisiert. Ac-CoA = Acetyl-CoenzymA; Ac-Glu= N-Acetylglutaminsédure, Ac-Orn= N-
Acetylornithin, Arg-Succ = Argininosuccinat, CAP = Carbamoylphosphat, Glu-SA = Glutaminsiure-5-
Semialdehyd, Glu-P= Glutaminsdure-5-Phosphat, 2-KG = 2-Oxoglutarsdure, OA = Oxalacetat, P;=
Polyphosphat.

1.5 Stickstoff-Katabolitrepression (NCR)

Da aus gut verwertbaren Stickstoffquellen (1.4) in Saccharomyces cerevisiae direkt alle
stickstofthaltigen Metabolite synthetisiert werden konnen, besitzt die Bickerhefe ein
Regulationsnetzwerk, das die Aufnahme und den Katabolismus schlecht verwertbarer
Stickstoffquellen bei Verfiigbarkeit besser metabolisierbarer Stickstoffquellen inhibiert. Diese
auf transkriptioneller und posttranslationaler Ebene wirkende Regulation wird als Stickstoff-
Katabolitrepression (nitrogen catabolite repression, NCR) bezeichnet und ist stark
stammabhiingig (Ubersichtsartikel Wiame et al. 1986, ter Schure et al. 2000). Bei Wachstum
auf gut verwertbaren Stickstoffquellen werden die generelle Aminosdurepermease Gaplp und
die Prolinpermease Put4p ubiquitiniert und durch Endozytose zum Abbau in die Vakuole
transportiert. Dieser Mechanismus wird bei Gaplp durch Dephosphorylierung des aktiven
Transporters gesteuert. Dagegen sind die Permeasen mit niedriger Kapazitit fiir basische

Aminoséduren, Hiplp, Lyplp und Canlp, konstitutiv aktiv.
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Auf transkriptioneller Ebene wird die Repression des Prolinkatabolismus durch eine
Verringerung der Prolinkonzentration erreicht. Prolin aktiviert direkt den Transkriptionsfaktor
Put3p, was zu einer Aktivierung der Expression der abbauenden Enzyme Prolinoxidase und
P5C-Dehydrogenase (Putlp, Put2p) fiihrt.

Die transkriptionelle Steuerung weiterer NCR-regulierter Gene wird vor allem durch
Transkriptionsfaktoren erreicht, die alle UASntr-Elemente (upstream activating sequence-
nitrogen regulated) oder URSgarta-Elemente (upstream repressing sequence mit dem
Nukleotidmotiv GAT(T/ A)A) in Promotoren der regulierten Gene binden. Dazu zihlen die
aktivierenden Regulatoren GIn3p und Nillp (Gatlp), sowie die reprimierenden
Proteinkomplexe Dal80p/ Uga43p und Dehlp/ Gzf3p/ Nil2p/ YJL110cp. Die Expression von
GIn3p, Nillp und Gatlp wird durch das Protein Ure2p, das in falscher Konformation ein
Prionprotein  (Ure3p) ist, iiber UASnrr-Elemente reprimiert. Die Expression des
Transkriptionsfaktors Dal80p wird ebenfalls iiber UASnrr-Elemente reguliert. Die Regulation
wird durch das Zusammenspiel dieser Faktoren bei Binden der Promotorregionen sehr
komplex. Edskes et al. (1999) vermuteten, dall der Faktor Mkslp (identisch mit Lys80p,
einem negativen Regulator der Lysinbiosynthese) ein upstream-Regulator von Ure2p ist.
Kuruvilla et al. (2001) konnten eine Regulation der aktivierenden Faktoren GIn3p und Nillp
durch die Tor-Proteinkinasen (target of rapamycin) zeigen. Durch eine systematische Suche
nach den Konsensussequenzen fiir NCR-regulierte Gene in Promotoren des gesamten
Hefegenoms wurde eine Vielzahl potentieller Zielgenen der NCR gefunden. Dazu zdhlen
Gene von Permeasen (Gaplp, Ammoniumpermease/ -sensor Mep2p), Gene von Enzymen des
Aminoséurestoffwechsels (z.B. NADP-GDH) und Gene verschiedener unverwandter Proteine
(ter Schure et al. 2000). Kiirzlich wurde durch ein Microarray-screening Ure2p-bindender
synthetischer Kleinmolekiile ein Effektor entdeckt, der spezifisch eine Nillp-abhingige
Induktion von Genen des anaplerotischen Glucosestoffwechsels durch Bindung von Ure2p
auslost. Dieser von Ure2p gesteuerte Stoffwechselzweig korreliert, im Gegensatz zu
ammoniumvermittelten Wirkungen, mit dem Phosphorylierungsstatus des Effektors
(Kuruvilla et al. 2002).

Gesteuert wird diese komplexe Regulation durch die Konzentration von Ammonium (ter
Schure et al. 1998). Der primire Sensor fiir die NCR ist bisher nicht bekannt, als Sensor fiir
extrazellulires Ammonium wird aber die hochaffine Ammoniumpermease Mep2p diskutiert
(Forsberg und Ljungdahl 2001b). Wahrscheinlich aktiviert dieser Transporter bei
Stickstoffmangel das GTP-bindende Protein Ras2p. Dieses aktiviert eine MAP-
Kinasekaskade zum Zinkfingerprotein Stel2p, das als nukleédrer Effektor an FRE-Elemente

8
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(filamentation and invasive response element) bindet (Gancedo 2001, Hohmann 2002).
Gleichzeitig kann {iiber Ras2p auch eine Aktivierung eines cAMP-abhingigen
Signaltransduktionswegs erfolgen (Gancedo 2001). Diese Signale flihren in diploiden Zellen
zu einer Bildung pseudohyphaler Strukturen, einer Reaktion auf die Nahrstoffversorgung, die
stark stammabhidngig ist. Bei haploiden wird invasives Wachstum auf Agarplatten mit

Vollmedium beobachtet (Gancedo 2001).

1.6 Metabolitsensoren

Lange Zeit wurde angenommen, dal} S. cerevisiae vor allem intrazellulire Sensoren zur
Regulation des Metabolismus benutzt. Neben dem im vorigen Abschnitt beschriebenen
Membransensor fiir Ammonium, Mep2p, wurden in den letzten Jahren aber mehrere
membranstindige Metabolitsensoren mit starker Homologie zu Importcarriern beschrieben
(Ubersichtsartikel Forsberg und Ljungdahl 2001b). Dazu =zihlen die Sensoren fiir
extrazellulire Glucose, Snf3p, Rgt2p und der G-Protein gekoppelte Rezeptor Gprlp, der bei
Glucoseanstieg in der Umgebung gehungerter Zellen eine drastische Erh6hung des cAMP-
Spiegels auslost.

Das extrazellulire Aminosdureangebot wird von Saccharomyces cerevisiae liber den SPS-
Sensorkomplex wahrgenommen: Der primire Sensor ist Ssylp, ein transportkompetentes,
schwach exprimiertes Mitglied der AAP-Aminosduretransporterfamilie. Ptr3p ist ein
peripheres Protein der Plasmamembran und bildet wahrscheinlich eine Erkennungsstelle fiir
die allosterische Regulation des Komplexes. Auch SsySp ist ein peripheres Protein, das mit
der Plasmamembran assoziiert. Dieser Sensorkomplex ist fiir die Transkription von Genen
des Aminosdurestoffwechsels notwendig, wird aber nach Aktivierung durch Bindung von
Aminosduren sehr schnell modifiziert und herunterreguliert (Forsberg und Ljungdahl
2001a/b). Neben der Induktion spezifischer Aminosduretransporter reprimiert der SPS-
Komplex die generelle Aminosdurepermease Gaplp, induziert die Arginase Carlp und die
NAD-abhédngige Glutamatdehydrogenase Gdh2p, sowie eine Vielzahl weiterer Gene.
Interessant  ist die  Aktivierung der  Transkription der  NCR-regulierenden
Transkriptionsfaktoren Dal80p und Nillp (siehel.5). Durch die Analyse von SPS-
Sensormutanten wurde auch ein EinfluB des Sensors auf die Kompartimentierung zwischen
Cytosol und Vakuole gefunden (Forsberg und Ljungdahl 2001a).

Neben den membranstindigen Rezeptoren sind auch intrazelluldr wahrgenommene
Regulationsphdnomene bekannt. Dazu zdhlt ein Teil der Glucoserepression, wobei der

allgemeine Regulator Snflp, eine Threonin-Serin-Proteinkinase, durch Glucose-6-Phosphat
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aktiviert wird. Der primédre Sensor ist nicht bekannt, ist aber metabolisch hinter der
Hexokinasereaktion angeordnet (Gancedo 1998).

Die Aminosdurebiosynthese steht unter einer sogenannten generellen Aminosiurekontrolle.
Nimmt die Zelle eine zu geringe Konzentration einer Aminosdure wahr, so werden {liber den
zentralen Transkriptionsfaktor Gendp iiber 40 Gene des gesamten Aminosdurestoffwechsels
reguliert (Hinnebusch 1988). Sensor fiir diesen Prozess ist die Proteinkinase Gen2p, die iiber
eine Phosphorylierung des Initiationsfaktors e[F2 Gcendp translational aktiviert (Hinnebusch
1997). Neben dieser generellen Kontrolle gibt es eine Vielzahl von Regulationen innerhalb
und zwischen den Biosynthesewegen (Dickinson und Schweizer 1999). Dabei koénnen
spezifische Kontrollmechanismen einzelner Stoffwechselwege die generelle Kontrolle
ausschalten. Eine Erhohung des Gehalts aromatischer und basischer Aminosduren bei der

generellen Derepression biosynthetischer Gene wurde beschrieben (Hinnebusch 1988).

1.7 StreBmetabolismus

Mikroorganismen sind in ihrer natiirlicherweise sehr variablen Umwelt verschiedenen
StreBbedingungen ausgesetzt, zu deren Bewiltigung sie mannigfaltige Schutzsysteme
entwickelt haben. Typische wechselnde Umweltbedingungen sind die Verfiigbarkeit von
Néhrstoffen, die Temperatur, die Osmolaritit in der Umgebung der Zelle, toxische
Substanzen und oxidativer Strefl, sowie UV-Strahlung. Oft wird bei der Anpassung an
StreBfaktoren eine induzierte Toleranz beobachtet, das heiflt eine kurzzeitige schwache
StreBexposition fiihrt zu einer erhohten Toleranz gegen diese und andere Umweltbedingungen
(Ubersichtsartikel Estruch 2000). Typische unspezifische Schutzmechanismen sind die
Synthese von Hitzeschockproteinen und die Erhohung der Katalaseaktivitidt durch Induktion
des CTTI-Gens. Eine generelle StreBantwort wird iiber die sogenannten stress responsive
elements (STREs) in Promotoren der Zielgene vermittelt. Die Expression dieser Zielgene
wird {iber den cAMP-Proteinkinase A (PKA)-Signaltransduktionsweg, der auch bei der
Regulation des Zentralstoffwechsels grole Bedeutung hat, negativ reguliert. Ein aktivierender
Rezeptor dieses Signaltransduktionsweges ist der Glucosesensor Gprlp. Neben den STREs
sind heat shock elements (HSEs) und post diauxic shift elements (PDSE) typische Sequenzen
in Promotoren streBregulierter Gene, wodurch eine grofe Diversitidt bei der Expression
entsteht. Die Transkriptionsfaktoren Msn2p und Msn4p binden an STREs, und ihre
Lokalisation wird durch die gegenldufigen Signaltransduktionswege (cAMP-PKA-Weg und
Stref3signale), wahrscheinlich iiber den Faktor Msn5p, gesteuert. Typische Zielgene bei der

generellen StreBantwort sind Gene des Kohlenstoffmetabolismus, Transporter, Proteasen und
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Gene mit Schutzfunktion, wie das des Hitzeschockproteins Hsp104p, der Katalase Cttlp und
des Trehalosemetabolismus (Gasch et al. 2000, Causton et al. 2001).

1.7.1 Stickstoffhunger

Bei Stickstoffhunger wird neben der Bildung von Pseudohyphen und einem Eintritt in die Go-
Phase des Zellzyklus (Forsberg und Ljungdahl 2001) ein Einsetzen von Makroautophagie
beobachtet (Scott et al. 1996). Dabei wird ein Teil der cytoplasmatischen Proteine und
Organellen (Pexophagie) in Autophagosomen, von einer Doppelmembran umschlossene
Vesikel, aufgenommen, und zum Abbau in die Vakuole transportiert. Dieser vakuolére
Transportweg wird durch die Komponeneten gesteuert, die auch konstitutiv fiir den Transport
cytoplasmatischer Proteine in die Vakuole (Cvt-Weg) verantwortlich sind (Scott ef al., Baba
et al. 1997). Ein essentieller Schritt bei der Vesikelbildung ist die ubiquitindhnliche Kopplung
des Proteins Apg5 an Apgl2p durch das Enzym ApglOp (George et al. 2000).

1.7.2 Hitzeschock

Bei einer Temperaturerh6hung von 25 °C auf 38 °C wurde die Induktion von mindestens 52
Proteinen beobachtet (Boy-Marcotte et al. 1999). Neben STREs in Promotoren
hitzeschockinduzierter Gene wurden HSEs (heat shock elements) beschrieben, die durch das
DNA-bindende Protein Hsflp reguliert werden (Ubersichtsartikel Estruch 2000).
Mechanistisch wird unter anderem die Verdnderung der Chromatinstruktur bei erhdhten
Temperaturen und eine damit verbundene erhohte Affinitdt des Transkriptionsfaktors zu
HSEs diskutiert. Auch eine Verdnderung der Bindungsaffinitit von Hsflp durch
Phosphorylierung ist wahrscheinlich. Die wichtigsten physiologischen Effekte bei
Hitzeschock sind ein Anhalten des Zellzyklus (Trotter et al. 2001), die Expression von
Hitzeschockproteinen und die Akkumulation von Trehalose. Die Hsp70-Hitzeschockproteine
(vor allem die SSA4-Unterfamilie) spielen bei der Regulation der Hsflp-vermittelten
Transkriptionskontrolle eine wichtige Rolle, sind aber als Chaperone auch an der korrekten
Faltung von Proteinen beteiligt. Mitglieder der SSA-Familie besitzen eine ATPase-Aktivitit,
die durch Bindung von Peptiden stimuliert wird. Das Hitzeschockprotein Hsp104 ist dagegen
an der Aufldsung von Proteinagglomeraten beteiligt.

Trehalose ist als kosmotrope Substanz in der Lage, makromolekulare Strukturen und
Membranen zu stabilisieren (Hottiger et al. 1994, Singer und Lindquist 1998, Tsvetkova
1998, Sola-Penna und Meyer-Fernandes 1998, Simola et al. 2000). Trehalose wird aus UDP-
Glucose durch einen Multienzymkomplex (TPS-Komplex, Bell e al. 1998) synthetisiert. Der
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Abbau erfolgt cytoplasmatisch zu Glucose durch die neutrale Trehalase Nthlp. Eine weitere
Trehalase mit saurem pH-Optimum, Athlp, deren physiologische Bedeutung noch unklar ist,
ist in der Vakuole lokalisiert. Eine Funkion der sauren Trehalase bei Wachstum auf Trehalose

wurde gezeigt (Nwaka et al. 1996).

1.7.3 Osmotischer Stref3

In seiner natiirlichen Umgebung ist Saccharomyces cerevisiae wechselnden osmotischen
Bedingungen ausgesetzt. Da ein konstanter Zellturgor essentiell fiir das Wachstum der Zelle
ist, miissen effektive Mechanismen zur Regulation der intrazelluldiren Wasseraktivitit
vorhanden sein. Bei einem Regenschauer erfdhrt die Zelle, vor allem nach lidngerer
Trockenheit, innerhalb von Sekunden einen hypoosmotischen Schock, so dal es zu einem
raschen Einstrom von Wasser kommt. Neben ionischen Regulationsmechanismen ermoglicht
der regulierte Glycerolfacilitator Fpslp unter diesen Bedingungen ein schnelles Ausstromen
von Glycerol aus der Zelle (Luyten et al. 1995). Die Regulation der langfristigen Anpassung
an hypoosmolare Bedingungen ist aber noch kaum verstanden (Hohmann 2002). Weit mehr
ist iiber die Anpassung an hyperosmotische Bedingungen bekannt (Ubersichtsartikel Estruch
2000, Blomberg 2000, Hohmann 2002). Die Transmembranproteine Sholp und Sinlp
generieren abhingig von der Osmolaritdt in der Umgebung der Zelle ein Signal, wobei der
physikalisch wahrgenommene Reiz noch nicht bekannt ist. Eine Analyse der Osmosensitivitit
verschiedener Slnlp-Mutanten zeigte, daB die Region um zwei vorhergesagte
Transmembrandomaénen essentiell ist, um die Histidinkinaseaktivitidt des Proteins osmotisch
regulierbar zu machen. Daher wird fiir SInlp, im Gegensatz zu Sholp, eine Funktion als
Osmosensor angenommen. Neben  Verdnderungen der Plasmamembran (z.B.
Membranspannung und —kriimmung) wird auch die Beteiligung des Aktincytoskellets an der
Reizwahrnehmung diskutiert (Hohmann 2002). Die beiden Membranproteine Sholp und
Sinlp stehen am Anfang einer MAP-Kinasekaskade, die ,,high osmolarity glycerol pathway*
(HOG-Weg) genannt wird; diese wird durch die MAP-Kinase Hoglp vermittelt, die innerhalb
kurzer Zeit nach Aktivierung im Zellkern konzentriert wird. Der Sensor Slnlp ist unter
hypoosmolaren Bedingungen aktiv und wird bei Anstieg der Osmolaritit inaktiviert. Hoglp
kann die biologische Aktivitdt verschiedener Transkriptionsfaktoren, zu denen auch die
STRE-bindenden Msn2p und Msndp gehdren, durch Phosphorylierung steuern. Eine rasche
Deaktivierung des Signals erfolgt wahrscheinlich durch eine transkriptionelle Aktivierung der
Hoglp-dephosphorylierenden Phosphatasen Ptp2p und Ptp3p und durch ein Nachlassen der

Sinlp-Aktivierung durch Adaptationserscheinungen (Turgorverminderung).
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Nach einem hyperosmotischen Schock dndert sich die Expression von etwa 10 % aller Gene
in Saccharomyces cerevisiae mehr als dreifach (Rep et al. 2000, Posas et al. 2000). Der
wichtigste Adaptationsmechanismus unter diesen Bedingungen ist die Synthese von Glycerol
als kompatibles Solut. Glycerol akkumuliert in der Zelle in sehr hoher Konzentration, ohne
den Zellstoffwechsel zu stéren und erniedrigt somit die Wasseraktivitit im Cytoplasma (Reed
et al. 1987). Neben den Genen fiir die Glycerolbiosynthese werden Gene des Aminosdure-
und Lipidmetabolismus, sowie verschiedener Permeasen und weiterer unverwandter Proteine
reguliert. In Zygosaccharomyces rouxii wurde dementsprechend ein erhohter Sterolgehalt bei
hyperosmotischem Stre3 gefunden (Rep et al. 2000). Trotz einer Regulation der
Transkriptionsfaktoren Msn2p und Msn4p durch den HOG-Weg akkumulieren Trehalose und
Glykogen nicht unter hyperosmolaren Bedingungen (Reed et al. 1987, Hounsa et al. 1998).
Die Expression der Gene fiir Trehalosesynthese und —abbau wird aber unter diesen
Bedingungen stark induziert (Rep et al. 2000). Blomberg (2000) geht von einem ATP-
verbrauchenden Umsatz von Glycerol und Trehalose als ,,Sicherheitsventil aus: Ein
hyperosmolarer Schock fiihrt durch Verlust des Zellturgors zu einem schnellen Erliegen des
Wachstums und der Synthese von Makromolekiilen. Da die Glykolyse wahrscheinlich
weiterlaufen kann, hdufen sich energiereiche Zwischenstufen an, die den FluBl durch die
Glykolyse noch erhdhen. Eine Anhdufung dieser Zwischenstufen konnte zum Zelltod durch
Verarmung der Phosphatspeicher fiihren. Ein energieverbrauchender Umsatz von Glycerol
(aus Dihydroxyacetonphosphat) und Trehalose (aus Glucose-6-Phosphat) konnte dieses
Szenario verhindern.

Ein weiterer Hauptanpassungsmechanismus an wechselnde osmotische Bedingungen ist der
Transport von Ionen (Serrano et al. 1999). Deletionsmutanten verschiedener Transport-
molekiile fiir [onen zeigen eine erhohte Sensitivitdt gegen hyperosmolaren Stre3 (Serrano et
al. 1999, Hohmann 2002). Vor allem der endosomale Na'/ H'-Antiporter Nhxlp spielt
wahrscheinlich bei erhohter extrazelluldrer Natriumkonzentration eine Rolle bei der

Akkumulation von Natrium in der Vakuole (Nass und Rao 1999).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Primires Ziel der Arbeit war die Identifizierung von Aminosduretransportproteinen in der
vakuoldren Membran von Sacccharomyces cerevisiae. Zu Beginn dieser Arbeit war der
Transport verschiedener Aminosduren in das vakuoldre Lumen durch kinetische Studien an
intakten vakuoldren Vesikeln biochemisch charakterisiert (Sato et al. 1984a/b). Auch die in

vivo-Akkumulation von Aminosduren in der Vakuole in Abhingigkeit verschiedener
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Stickstoffquellen war beschrieben (Messenguy et al. 1980, Kitamoto et al. 1988). Trotz der
kompletten Sequenzierung des Genoms 1996 war noch kein fiir einen vakuoldren
Aminosauretransporter codierendes Gen bekannt. Durch in silico-Studien konnten ORFs
identifiziert werden, die groBe Ahnlichkeit zu bekannten Transportproteinen aufweisen
(André¢ 1995, Paulsen et al. 1998). Dadurch konnten Gene fiir mogliche
Aminoséduretransporter identifiziert werden, die innerhalb einer Kooperation einzeln und
kombiniert im Wildtyphintergrund 23344c¢ deletiert wurden. Die Deletionsmutanten standen
fiir diese Arbeit zur Verfligung. Um diese Deletionsmutanten physiologisch zu
charakterisieren, sollte durch selektive Permeabilisierung der Plasmamembran die
Aminosédureverteilung unter verschiedenen Wachstumsbedingungen bestimmt werden;
dadurch konnte ein eventueller Transportdefekt erkannt werden. Innerhalb der Kooperation
sollten so gefundene putative Aminosduretransporter biochemisch weiter untersucht werden.
1988 beschrieben Ohsumi et al. eine Methode zur selektiven Permeabilisierung der
Plasmamembran  von  Saccharomyces  cerevisiae  mittels = Kupferchlorid.  Der
Wirkmechanismus des Kupfers ist aber nicht bekannt. Avery et al. (1996) beschrieben die
Abhidngigkeit der Kupfertoxizitdit vom Grad der Sittigung der Fettsduren in der
Plasmamembran. Keenan und Weiss (1997) konnten eine Permeabilisierung der inneren
Mitochondrienmembran durch Kupfer in Neurospora crassa zeigen. Dagegen ist die Wirkung
von Nystatin auf Biomembranen gut untersucht. Nystatin bildet mit Ergsterol in den
Zielmembranen sehr spezifisch Porenkomplexe, die die Diffusion von Kleinmolekiilen i{iber
die Membran ermdglichen (Ubersichtsartikel Bolard 1986). In Saccharomyces cerevisiae ist
nur in der Plasmamembran ein hoher Ergosterolgehalt vorhanden, vor allem die vakuoldre
und die innere mitochondriale Membran enthalten Ergosterol nur in sehr geringer
Konzentration (Zinser et al. 1991, Schneiter et al. 1998). Da die Zusammensetzung der
zelluliren Membranen stark von den physiologischen Bedingungen abhéngt, der
Ergosterolgehalt aber wahrscheinlich auBer unter anaeroben Bedingungen relativ konstant ist
(Daum et al. 1998), sollte zur Charakterisierung der Deletionsstimme eine neue
Routinemethode zur selektiven Metabolitextraktion mittels Nystatin entwickelt werden.
Neben der Charakterisierung der Deletionsstimme sollte die neue Methode auf ihre
Anwendbarkeit unter verschiedenen physiologischen Bedingungen und zur selektiven

Extraktion unterschiedlicher Metabolite getestet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Hefestamme, Nahrmedien und Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Saccharomyces cerevisiae-Stimme sind in Tabelle 1
aufgefiihrt. Rekombinante Stimme wurden in Kooperationsprojekten, innerhalb derer auch
diese Arbeit erstellt wurde, ausgehend von den Wildtypstimmen 23344c, W303-1A und
CEN.PK113 konstruiert. Der Stamm 23344c, abgeleitet von dem hiufig verwendeten Wildtyp
X1278b (Grenson et al. 1966, Bechet et al. 1970), triagt die perl-Mutation nicht, die beide im
Genomprojekt sequenzierten Stimme sowie die meisten allgemein verwendeten Laborstimme
insensitiver gegen Ammoniumrepression macht (Roberg et al. 1997, ter Schure et al. 1999).
Eine weitere Besonderheit der £1278b-Derivate sind zwei intakte Genloci fiir Aquaporine. In
vielen Laborstimmen sind beide Genloci, in manchen nur das Gen AQP2 defekt. AQP1
codiert fiir ein Aquaporin in der Plasmamembran, das Genprodukt von AQP2 konnte bisher

nicht funktional nachgewiesen werden (Laizé ef al. 2000).

CEN.PK-Stamme wurden fiir die Untersuchung von Stoffliissen konstruiert und sollten
giinstige physiologische Eigenschaften mit guter genetischer Zuginglichkeit vereinbaren
(Entian und Koetter 1998). Diese Stammfamilie wurde neben dem Genomprojektstamm
S288C in EUROFAN-Projekten als Referenzstamm verwendet
(http://mips.gsf.de/proj/eurofan/).

Der Wildtypstamm W303-1A (Thomas und Rothstein 1989) ist ebenfalls als Laborstamm
weit verbreitet und wurde als Vergleichsstamm zum Referenzstamm FY1679 (isogen zum

sequenzierten Stamm S288A) im EUROFAN I-Projekt verwendet.

Tabelle 1 In dieser Arbeit verwendete Saccharomyces cerevisiae-Stimme.

Stammbezeichnung Genotyp Referenz

Wildtyphintergrund 23344c

23344c MATa ura3 B. André,
Universitét Briissel

JA 224 MATa yel064cA ura3 B. André,
Universitét Briissel

JA 226 MATa yerl19cA ura3 B. André,

Universitat Briissel
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Tabelle 1 Fortsetzung

JA 228

JA 230

JA 254

JA 293

JA 295

JA 296

JA 298

JA 324

JA 328

RK 15

RK 32

WF 1

MEO020

MATa yil088cA ura3

MATa yjr001wA ura3

MATa yil088cA yerl19cA ura3
MATa yerl19cA yil088cA
vel064::KanMX ura3

MATa yil088cA yerl19cA
vel064cA::KanMX ura3

MATa ynl10IwA ykl146wA
yir00IwA::KanMX ura3

MATa ykl146w A ynl101wA
yir00IwA::KanMX ura3

MATa ynl065wA::KanMX ura3
MATa ymr088cA::KanMX ura3
MATa ygri38cA::KanMX ura3
MATa athiIA nthiA::KanMX ura3

MATa ycr023cA::lacZ ura3

MATa ymr088cA::KanMX ura3

B. André,
Universitét Briissel
B. André,
Universitét Briissel
B. André,
Universitét Briissel
B. André,
Universitét Briissel
B. André,
Universitét Briissel
B. André,
Universitét Briissel
B. André,
Universitét Briissel
B. André,
Universitét Briissel
B. André,
Universitét Briissel
M. Albertsen,
Universitdt Kéln
M. Albertsen,
Universitdt Koln
W. Frommer,
Universitit Tiibingen
B. André,

Universitat Briissel

Wildtyphintergrund CEN.PK

K1 (CEN.PK113-5D)

K26 (CEN.PK113-13D)

MATa ura3-52 MAL2-8¢ SUC2

MATa ura3-52 MAL2-8c¢ SUC2

K.D. Entian,
Frankfurt
K.D. Entian,
Frankfurt
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Tabelle 1 Fortsetzung

Wildtyphintergrund W303

W303-1A MATa leu2-3/ 112 ura3-1 trpl61 his3- de Jesus Ferreira et
11/ 15 ade2-1 canl-100 GAL SUC2 mal0 al. (2001)

W303-p MATa canl-100 GAL SUC2 mal0 de Jesus Ferreira et
al. (2001)

W303-1A-126 MATa leu2-3/ 112 ura3-1 trpl61 his3- de Jesus Ferreira et

11/ 15 ade2-1 canl-100 GAL SUC2 mal0 al. (2001)
ymrl26cA::KanMX4

W303-p-126 MATa canl-100 GAL SUC2 mal0 de Jesus Ferreira et
ymrl26cA::KanMX4 al. (2001)

2.1.1 Nihrmedien und Kultivierungsbedingungen

Fir die Experimente in Schiittelkultur wurde definiertes CBS modified-Medium nach
Verduyn et al. (1992) verwendet (siche 6.1). Dieses Medium wurde mit 50 mg/l Uracil
supplementiert. Es wurden verschiedene Variationen beziiglich der Stickstoffquelle und des
Puffers verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurde die im Anhang beschriebene
Standardzusammensetzung verwendet. Mit Bernsteinsdure gepuffertes Medium wird in dieser
Arbeit als CBSS bezeichnet, mit Kaliumphtalat gepuffertes Medium mit CBSKP. Weiterhin
wurde kdufliches Minimalmedium (YNB, Difco Laboratories, Detroit, USA) fiir einige
Experimente verwendet. Fiir die mikroskopischen Experimente wurden Zellen in YM-
Medium (ATCC-Medium 200, http://www.atcc.org/) angezogen, Stammplatten wurden mit
YPD Medium (Sherman et al. 1986) mit 2 % Bacto-Agar (Difco Laboratories, Detroit, USA)
gegossen und aus Glycerolstammkulturen 48 h bei 30 °C inokuliert.

Fir Glycerolstammkulturen wurden die Zellen auf YPD-Medium angezogen und in

15 % (v/ v) Glycerol bei —80 °C gelagert.

YNB-Medium: 6,7 g/ 1 YNB (Difco Laboratories, Detroit, USA)
20 g/ 1 Glucose
0,5 % (NH4)2SO04
20 mg/ | Uracil
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YM-Medium: 3 g/ 1 Hefeextrakt (Difco Laboratories, Detroit, USA)
3 g/ 1 Malzextrakt (Difco Laboratories, Detroit, USA)
5 g/ 1 Pepton (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D)
10 g/ 1 Glucose
YPD-Medium: 10 g/ 1 Hefeextrakt (Difco Laboratories, Detroit, USA)
20 g/ 1 Pepton (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D)
20 g/ 1 Glucose

Vorkulturen wurden frisch von Stammplatten angeimpft und bis zu einer Zelldichte von
mindestens ODgpp = 6,5 bei 30 °C in Erlenmeyerkolben mit 4 Schikanen bei 130 Upm
geschiittelt. Ein Aliquot dieser Vorkulturen wurde in frischem Medium iiber Nacht bei 30 °C
und 110-130 Upm in Erlenmeyerkolben mit 4 Schikanen bis zur gewiinschten Zelldichte
geschiittelt. Fiir shift-Experimente wurde diese Kultur durch Zentrifugation bei 3000 g/ 4 °C
steril geerntet, zweimal mit autoklaviertem, eiskaltem deionisiertem Wasser gewaschen und

in frischem Medium resuspendiert.

2.1.2 Chemikalien

Alle Chemikalien, wenn nicht gesondert aufgefiihrt, entsprachen dem Reinheitsgrad ,,zur
Analyse* und wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D; Merck AG Darmstadt,
D und Carl Roth GmbH & Co. Karlsruhe, D bezogen. Alle verwendeten Losemittel waren
»~HPLC grade* und wurden von Sigma-Aldrich, Tauftkirchen; D; Baker, Deventer NL und
Carl Roth GmbH & Co. Karlsruhe, D bezogen.

2.2 Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM)

Die Zelltrockenmasse wurde gravimetrisch bestimmt. Ein Zellaliquot wurde iiber gewogene
Glasfaserfilter Typ F (Millipore, Eschborn, D) filtriert, mit 10-30 ml Reinstwasser gewaschen
und tiiber Nacht bei 70 °C getrocknet. Nach erneutem Wiegen der Filter konnte die

Biotrockenmasse berechnet werden.
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2.3 Bestimmung der Vitalitat

2.3.1 Bestimmung der colonie forming units (CFU)

Die Zellen wurden aus der Kultur mit sterilem Wasser auf eine Zelldichte von etwa
10* Zellen/ ml verdiinnt und mindestens 100 pl der Zellsuspension auf YPD-Agar ausplattiert.
Nach 48 h Inkubation bei 30 °C wurden die gewachsenen Kolonien gezéhlt.

2.3.2 Vitalfiirbung nach Sivadon et al. (1997)

Dieser Test beruht auf der Féhigkeit intakter Zellen, den in die Zelle diffundierenden
Farbstoff Methylenblau aktiv ins Medium zu sezernieren. 100 pl Zellkultur wurden durch
Zentrifugation (3 min/ 3200 g) pelletiert, in 200 pul 2 % (w/ v) Trinatriumcitrat/ 0,01 %
Methylenblau resuspendiert und 10 min bei 30 °C geschiittelt. Blau gefarbte Zellen konnten
als metabolisch defekt durch Auszdhlen in einer Zdhlkammer nach Thoma (Superior

Marienfeld, Lauda-Konigshofen, D) quantifiziert werden.

2.4 Selektive Extraktion cytosolischer Metabolite

2.4.1 CuCly-Methode nach Ohsumi et al. (1988)

Zur selektiven Permeabilisierung der Plasmamembran wurde unter anderem die
Standardmethode nach Ohsumi et al. (1988) verwendet. Zellkulturen wurden durch Filtration
tiber Glasfaserfilter Typ F (Millipore, Eschborn, D) geerntet, mit eiskaltem Reinstwasser
gewaschen und bei einer ODggp von 10-12 in Permeabilisierungspuffer resuspendiert. 990 ul
dieser Suspension wurden nach Zugabe von 10 ul 20 mM CuCl, 10 min bei 30 °C inkubiert,
tiber Glasfaserfilter (Millipore) filtriert und zweimal mit 500 pl Permeabilisierungspuffer
gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden als cytosolischer Extrakt verwendet. Die
zelluldren Riickstdnde wurden in Reinstwasser resuspendiert und 15 min bei 100 °C inkubiert,
filtriert und mit 500 pl Reinstwasser gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden als
vakuolédrer Extrakt verwendet. Ein Milliliter der Zellsuspension wurden mit etwa 750 pl
Schiittvolumen sauregewaschener Glasperlen (425-600 microns, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
D) 15 min im Laborhomogenisator MSK (B. Braun AG, Melsungen, D) aufgeschlossen und
der klare Uberstand nach Zentrifugation (10 min/ 25800 g) als Gesamtextrakt verwendet.

Alle Experimente wurden dreifach bestimmt aus parallelen Kulturen durchgefiihrt.
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Permeabilisierungspuffer: 5 mM Kaliumphosphat pH 5,0
0,6 M Sorbit
10 mM Glucose

2.4.2 Selektive Permeabilisierung mit Nystatin

Zellkulturen wurden durch Filtration liber Glasfaserfilter Typ F (Millipore, Eschborn, D)
geerntet, mit eiskaltem Permeabilisierungspuffer gewaschen und bei einer ODgpp von 3,0 in
eiskaltem Permeabilisierungspuffer resuspendiert. 980 pul dieser Suspension wurden mit 20 pl
0,1 % Nystatin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) in DMSO versetzt, 15 min bei 30 °C und
1400 Upm Schiittelheizblock (Eppendorf Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, D)
inkubiert und bei 3200 g/ 4 °C/ 3 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde sofort mit 500 pl
ciskaltem Permeabilisierungspuffer gewaschen und die vereinigten Uberstinde als
cytosolischer Extrakt verwendet. Die Pellets sowie ein 1 ml-Aliquot der Originalsuspension
wurden mit 750 pl Schiittvolumen sduregewaschener Glasperlen (425-600 microns,Sigma
Taufkirchen) in 1 ml Reinstwasser 15 min im Laborhomogenisator MSK (B. Braun AG
Melsungen, D) aufgeschlossen und der klare Uberstand nach Zentrifugation
(10 min/ 25800 g) als vakuolédrer Extrakt bzw. Gesamtextrakt verwendet. Optional wurden
Gesamtextrakte durch 10 min Inkubation mit 5% (w/v) Trichloressigsdure bei

Raumtemperatur hergestellt.
Alle Experimente wurden dreifach bestimmt aus parallelen Kulturen durchgefiihrt.

Permeabilisierungspuffer: 10 mM PIPES, pH 6,8 mit NaOH eingestellt.
Optional (nur wenn angegeben): 0,6 M Sorbit

2.4.3 Cytochrom c-Methode nach Dubois und Wiame (1978)

Diese Methode beruht auf der selektiv permeabilisierenden Wirkung niedriger
Konzentrationen makromolekularer Polybasen auf die Hefeplasmamembran (Wiemken und
Nurse 1973, Diitr ef al. 1975). Zellkulturen wurden durch Filtration {iber Glasfaserfilter Typ F
(Millipore, Eschborn, D) geerntet, mit eiskaltem Reinstwasser gewaschen und bei einer
Zelldichte von 5 g/ 1 in eiskaltem Permeabilisierungspuffer resuspendiert. Es wurde 1 mg/ ml
Cytochrom c (salzfrei, Roche Diagnostics, Mannheim, D) zugegeben und der Ansatz 60 min
auf FEis geschiittelt. Nach Filtration und zweimaligem Waschen mit -eiskaltem
Permeabilisierungspuffer wurden die vereinigten Filtrate als cytosolischer Extrakt verwendet,
der Zellriickstand wurde in 5 ml Reinstwasser resuspendiert und nach Zugabe von TCA

(Endkonzentration 5 % (w/v)) 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, nach Zentrifugation
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(25800 g/ 5 min/ 4 °C) mit 500 ul Reinstwasser gewaschen und die vereinigten Uberstinde
als vakuolérer Extrakt verwendet.
Permeabilisierungspuffer: 0,05 M Natriumacetat pH 4,8 mit NaOH

1,0 M Sorbit

2.5 Schnelle Probennahme

Um eine schnelle Inaktivierung des zelluliren Metabolismus zu erreichen und somit in vivo
die Konzentration von Metaboliten bestimmen zu konnen, wurde eine schnelle Probennahme
nach Gonzalez et al. (1997) modifiziert. Ein Kulturaliquot (2 ml) wurde tliber Glasfaserfilter
schnell abfiltriert und, um die bei der GC-Analyse storende Glucose zu entfernen, mit
eiskaltem Wasser gewaschen. Die Filter wurden sofort in 5 ml 80 °C heilen Extraktionspuffer
(+ 150 pI 1 mM myo-Inosit/ I mM Saccharose) iiberfiihrt. Nach 5-10 min Inkubation bei
80 °C, wihrend denen mehrmals gut gemischt wurde, wurden die Extrakte abgekiihlt und
anschlieBend bei 60 mbar und 50-60 °C im Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand wurde in 2 ml Reinstwasser aufgenommen und auf etwa 150 pl in einer
Vakuumzentrifuge (Univapo UVC 150H, Savant Instruments, Holbrook, USA) eingeengt.
Die Proben wurden weitere 50 h im Kiihltopf eines Lyophilisators (Lyovac GT2, Leybold
Vakuum, Koéln, D) getrocknet, Restfeuchtigkeit durch azeotropes Verschleppen mit Toluol
bei Raumtemperatur im Stickstoffstrom entfernt und die Proben iiber Nacht im Exsikkator
iiber P4O;¢ getrocknet und zur GC-Analyse derivatisiert. Die derivatisierten Proben wurden
durch Zugabe von je 200 pl CaCl,-getrocknetem und destilliertem Dichlormethan vollstindig
gelost und 1,5 pl zur Analyse eingesetzt.

Extraktionspuffer: 0,1 M HEPES pH 7,5 mit NaOH

90 % (v/ v) Ethanol

2.6 Isolierung intakter Vakuolen nach Wiemken und Diirr (1974)

Zellkulturen wurden in der exponentiellen Wachstumsphase durch 5-miniitige Zentrifugation
bei 4000 g/ 4 °C geerntet, zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen und bei einer ODggp
von 8-10 in Prishéroplastierungslosung resuspendiert. Nach 20 min Inkubation bei
120 Upm/ 30 °C wurden die Zellen erneut durch Zentrifugation geerntet, einmal mit SOB
gewaschen, bei einer ODgpp von 8-10 in SOB resuspendiert und etwa 30 mg lysing enzymes
(aus Triochoderma harzianum, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) zugegeben. Die Zellen
wurden bei 30 °C/ 120 Upm geschiittelt, bis etwa 90-95 % aller Zellen sphdroplastiert waren
(mikroskopische Kontrolle). Die Sphédroplasten wurden 5 min bei 3000 g/ 4 °C
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abzentrifugiert, vorsichtig mit SOB gewaschen und polybaseninduziert lysiert (Dirr et al.
1975). Dazu wurden die Zellen bei einer ODggp von 12-15 in kaltem SOB resuspendiert und
mit 10 bis 200 pg/ ml DEAE-Dextran 400000 (Sigma-Aldrich, Tautkirchen, D) fiinf Minuten
inkubiert. Die genaue Dosis wurde fiir jede Zellcharge unter mikroskopischer Kontrolle an
einem Aliquot ausgetestet. Die Vakuolen wurden mit den Zelltrimmern 20 min bei
3500 g/ 4 °C abzentrifugiert und in 5 ml/ 100 ml Kultur mittels aspirieren in eine 5 ml-
Pipettenspitze in SOB resuspendiert. Diese Rohprédparation wurde iiber einen isoosmotischen
Dichtegradienten fraktioniert (siche Abbildung 4). Nach einer Stunde Zentrifugation bei
69000 g/ 4 °C im Sw41Ti-Ausschwingrotor (Beckmann-Coulter Inc., Unterschleissheim-
Lohhof, D) wurde der Gradient manuell fraktioniert. Das Pellet wurde in 1 ml Reinstwasser
resuspendiert. Alle Fraktionen wurden 2 bis 4-fach mit Reinstwasser verdiinnt 15 Minuten bei
100 °C inkubiert, um alle Metabolite freizusetzen. Nach 10 min Zentrifugation bei
24000 g/ 4 °C wurden die klaren Uberstinde zur Metabolitanalyse eingesetzt. Die Aliquots
fiir die Gaschromatographie wurden 48 h im Kiihltopf eine Lyophilisators vorgetrocknet,
dann mehrfach mit Toluol bei 50 °C im Stickstoffstrom azeotrop verschleppt und iiber Nacht

im Exsikkator bei Vakuum iiber P40 getrocknet und anschliefend derivatisiert.

Prisphéroplastierungslosung: 0,1 M Tris, mit HCI] auf pH 8,0 eingestellt
0,6 M Sorbit
5mM EDTA
5 mM DTE frisch zugesetzt

SOB: 10 mM PIPES, mit NaOH auf pH 6,8 eingestellt
0,6 M Sorbit

SUB 10 mM PIPES, mit NaOH auf pH 6,8 eingestellt
0,6 M Saccharose
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Fraktion Nr.
1
Lysatin
SOB
2
SuB
3
2,5 % Ficoll/
suB 69000 g
. ° 4
5% 60 min/ 4 °C
Ficoll/'SUB
5

10 %
Ficoll/ \ /
suB
6

Abbildung 4 Schematische Darstellung des isoosmotischen Dichtegradienten zur Isolierung intakter Vakuolen
vor und nach der Zentrifugation. Im rechten Teil ist die optisch sichtbare Fraktionierung der Zellen dargestellt.
Von jeder Fraktion wurde 1 ml abpippetiert.

2.7 Metabolitanalyse

2.7.1 HPLC-Analyse von Aminosdiuren

Es wurden mehrere Routineverfahren zur Aminosduretrennung mittels reversed phase
Chromatographie verglichen. Alle Trennungen wurden auf einem HP 1090 M- (Hewlett
Packard GmbH, Waldbronn, D) und einem HP 1100-System (Agilent Technologies,
Waldbronn, D), ausgestattet mit den Fluoreszenzdetektoren HP 1046 bzw. HP 1100 series, an
Hypersil ODSS5 125x4,6 mm Trennsdulen mit 40x4,6 mm Vorsdulen (CS-
Chromatographieservice, Langerwehe, D) bei 40 °C durchgefiihrt. Die Steuerung und
Auswertung erfolgte mittels der HP Chemstation software v 6.03 (Hewlett Packard GmbH,
Waldbronn, D).

2.7.1.1 OPA-Mercaptoethanol-Derivatisierung

Primére Aminosduren wurden durch automatische Prasdulenderivatisierung (Tabelle 2, Schritt
1-7/ 11/ 12) in fluoreszierende 2-mercaptoethanolsubstituierte Isoindole iiberfiihrt (Lindroth
und Mopper 1979). Die Trennung erfolgte mit dem in Tabelle3 beschriebenen
Gradientenprogramm (Laufmittel A: 0,1 M Natriumacetat pH 7,2, Laufmittel B: Methanol).
Die quantitative Auswertung erfolgte durch externe Standardisierung, Kontrollen wurden

durch Aufstocken von Zellextrakten mit Aminosdurestandards durchgefiihrt.
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OPA-Reagenz: 0,08 % (w/ v) OPA
0,2 % (v/ v) 2-Mercaptoethanol bzw. 3-Mercaptopropionsédure
2,5 % Kaliumborat pH 10,4
0,003 % (w/ v) Brij® 35

Tabelle 2 Programm des automatischen Probengebers fiir die Préséulenderivatisierung mit OPA-
Mercaptoethanol bzw. OPA-Mercaptopropionsdure/ Fmoc-Cl. Modifiziert nach Schuster (1988). Die Schritte 8
bis 10 entfielen bei OPA-Mercaptoethanolderivatisierung.

Schritt Volumen [pl] Losung Zeit [min]/ Aktion
1 Aufziehen 4,5 OPA-Reagenz -

2 Aufziehen 1-2 Probe -

3 Aufziehen 0 Wasser -

4 Aufziehen 4,5 OPA-Reagenz -

5 Mischen 10-11 - 1 Zyklus
6 Warten - - 1

7 Aufziehen 0 Wasser -

8 Aufziehen 1 Fmoc-Cl -

9 Mischen 11-12 - 2 Zyklen
10 Warten - - 1

11 Injektion/ Injektor - - 1,5
mainpass

12 Injektor stand by - - -

Tabelle 3 Pumpen- und Detektorprogramm fiir die Trennung von OPA-Mercaptoethanol-derivatisierten
primédren Aminoséuren.

Zeit [min] Laufmittel B [% (v/ V)] Flussrate Anregungs-/
[ml/ min] Detektionswellenléinge
[nm]

0 25 0,5 230/ 455

7 30 0,5 230/ 455

20 50 0,5 230/ 455

25 65 0,5 230/ 455

35 Ende 0,5 -
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Abbildung 5 Chromatogramm der Trennung von 1 ul eines OPA-Mercaptoethanol- derivatisierten Aminosaure-
Standardgemischs (je 100 uM, Tyrosin 20 pM), an Hypersil ODS 5 125 x 4,6 mm.

2.7.1.2 OPA-Mercaptopropionsiure/ FmocCl-Derivatisierung

Primire Aminosduren wurden durch automatische Pridsdulenderivatisierung (Tabelle 2) in
fluoreszierende mercaptopropionsduresubstituierte Isoindole iiberfiihrt, sekundidre Amine
wurden in die substituierten Carbamate (Schuster 1988) iiberfiihrt. Diese Methode erlaubte
die Quantifizierung von Prolin und brachte eine hohere Selektivitit bei kiirzeren Trennzeiten
sowie eine bessere batch-Reproduzierbarkeit mit wiederbefiillten Sdulen. Die Trennung
erfolgte mit dem in Tabelle 4 beschriebenen Gradientenprogramm (modifiziert nach
Gratzfeld-Huesgen 1999) mit Laufmittel A: 0,02 M Natriumacetat + 0,018 % (v/ v) TEA pH
7,2/ 0,3 % (v/ v) THF und Laufmittel B: Acetonitril/ Methanol/ 0,1 M Natriumacetat pH 7,2 =
2/2/1 (v/v/v). Dieses Phasensystem wurde verwendet, da eine hohere Selektivitit im
Vergleich zur Originalmethode nach Schuster (1988) erreicht wurde. AuBerdem konnte eine
Mindestkonzentration von 5 % organischer Phase im Gradienten gewéhrleistet werden, was
die Reproduzierbarkeit der Laufe deutlich erhohte. Die quantitative Auswertung erfolgte
durch externe Standardisierung, Kontrollen wurden durch Aufstocken von Zellextrakten

durchgefiihrt. Alle Proben wurden zur Kontrolle intern mit Taurin standardisiert

Fmoc-Cl-Reagenz 0,01 % (w/ v) Fmoc-ClI (Fluka, Neu-Ulm, D) in Acetonitril
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Tabelle 4 Pumpen- und Detektorprogramm fiir die Trennung von OPA-Mercaptopropionsdure und Fmoc-Cl-
derivatisierten Aminosduren.

Zeit [min] Laufmittel B [% (v/ v)]  Flussrate [ml/ min] Anregungs-/
Detektionswellenling
e [nm]
0 7 0,8 230/ 455
3 10 0,8 230/ 455
3,1 10 1,0 230/ 455
10,2 15 1,0 230/ 455
18,2 50 1,0 230/ 455
20 100 1,0 266/ 310
23 Ende 1,0 -
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Abbildung 6 Chromatogramm der Trennung von 1 pul eines OPA-Mercaptopropionsiure/ Fmoc-Cl-
derivatisierten Aminoséure-Standardgemischs (je 100 uM, Taurin 50 uM) an Hypersil ODS 5 125 x 4,6 mm.

2.7.2 HPLC-Analyse von Polyaminen

Die Quantifizierung von Polyaminen erfolgte modifiziert nach Price et al. (1992) nach
Uberfithrung in fluoreszierende Dansylderivate. Dazu wurden 400 ul der Zellextrakte mit
40 pl 100 uM Cadaverin intern standardisiert, mit 600 pul 20 % (w/v) Natriumcarbonat
alkalisiert und der Ansatz mit 500 pl 20 mg/ ml Dansylchlorid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
D) in Aceton 30 min bei 60 °C im Dunkeln derivatisiert. Die Reaktion wurde mit 100 pl
50 mg/ ml L-Prolin gestoppt und iiberschiissiges Aceton 30 min bei 60 °C im Dunkeln
abgedampft. Die dansylierten Polyamine wurden in 500 pul Toluol extrahiert, bei
Raumtemperatur im Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt und in 20-50 ul Methanol gelost

zur HPLC-Analyse eingesetzt.
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Die Trennung erfolgte an Hypersil ODS 5 (CS-Chromatographieservice, Langerwehe, D)
125 x 4,6 mm-Trennsédulen mit 40 x 4,6 mm Vorsédulen auf einem HP 1100 HPLC-System mit
Fluoreszenzdetektor der 1100 Serie (Agilent Technologies, Waldbronn, D). Es wurde ein
Stufengradient (Tabelle 5) mit Laufmittel A: Reinstwasser und Laufmittel B: Methanol (75-
100 % (v/v)) bei einem VolumenfluB von 0,5 ml/min zur Trennung verwendet. Zur
Fluoreszenzdetektion wurde eine Anregungswellenlinge von 340nm und eine
Detektionswellenldnge von 540 nm gewéhlt. Die Auswertung erfolgte mittels der HP

Chemstation v 6.03 software.

Tabelle 5 Pumpenprogramm zur Trennung von dansylierten Polyaminen modifiziert nach Price et al. (1992).

Zeit [min] Laufmittel B [% (v/ v)] Flussrate [ml/ min]
0 75 0,5

7 80 0,5

8 95 0,5

10 100 0,5

14 Ende -

2.7.3 HPLC-Analyse von Nukleotiden

2.7.3.1 Isokratische Trennung

Diese Methode war durch die kurzen Laufzeiten sensitiver als die unter 2.7.3.2 beschriebene
und lieferte auch ohne Anreicherung exakte MefBwerte. Der Nachteil lag in der mangelnden
Selektivitit, so daB eine Uberbestimmung der Nukleotide nicht ausgeschlossen werden
konnte. Die Zellextrakte wurden isokratisch an Hypersil ODS5 125x4,6 mm (CS-
Chromatographieservice, Langerwehe, D) mit 40x4,6 mm Vorsdule mit 80 mM
Kaliumphosphat pH 5,0/ 5 mM TBAHS (Fluka, Neu-Ulm, D)/ 23 % (v/ v) Methanol bei einer
Flussrate von 0,8 ml/ min aufgetrennt (modifiziert nach Litters und Schmelzeisen-Redeker
(1989)). Die Detektion erfolgte mittels Photometrie bei 254 nm. Es wurde ein Beckmann
Gold Nouveau HPLC-System (Beckmann-Coulter Inc., Unterschleissheim-Lohhof, D) mit
dem Pumpenmodul NM 126 und Diodenarrayddetektor 168 verwendet. Die Auswertung

erfolgte mittels der Beckmann Gold Nouveau software v 1.6.

2.7.3.2 Trennung modifiziert nach Patthy et al. (1990)

Diese Trennung der Zellextrakte lieferte eine hdohere Selektivitit im Vergleich zur
isokratischen Trennung. Um eine hinreichende Sensitivitit zu erreichen wurden die

gefrorenen Extrakte in der Vakuumzentrifuge (Univapo UVC 150H, Savant Instr., Holbrook,
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USA) 10 bis 20-fach angereichert. Mit dieser Methode konnte neben Nukleotiden die
Konzentrtion der Nystatinisomere in Zellpermeabilisaten ermittelt werden, die bei 305 nm
photometrisch detektiert wurden und ein charakteristisches UV-Spektrum mit drei Maxima
besallen. Die Trennung erfolgte an einer 250 x 4 mm Lichrosorb S5pu RP 18-Siule (Merck AG,
Darmstadt, D) mit 40 x4 mm Vorsdule mittels eines bindren Gradienten (Laufmittel A:
15 mM Kaliumphosphat pH 5,0/ 10 mM TBAHS (Fluka, Neu-Ulm, D), Laufmittel B: 35 mM
Kaliumphosphat pH 5,0/ 10 mM TBAHS/ 60 % (v/v) Acetonitril, Tabelle 6) mit dem in
2.7.3.1 beschriebenen HPLC-System bei einer Flussrate von 1,0 ml/ min. Die Auswertung

erfolgte durch externe Standardisierung.

Tabelle 6 Pumpenprogramm zur Trennung von Nukleotiden modifiziert nach Patthy et al. (1990).

Zeit [min] % Laufmittel B Flussrate [ml/ min]
0 5 1,0

3 5 1,0

13 45 1,0

20 55 1,0

23 100 1,0

25 Ende -

2.7.4 HPLC-Analyse von Bernsteinsiiure

Bernsteinsdure wurde im Kulturiiberstand mittels isokratischer HPLC bestimmt. Dazu wurden
20 pl der Proben an einer Multospher 120 RP 18-5u 125 x 4,6 mm-Séule bei einer Flufrate
von 1 ml/ min mit 2 % (v/ v) Acetonitril/ 5 mM TBAHS (Fluka, Neu-Ulm, D) isokratisch
aufgetrennt. Das verwendete HPLC-System wurde in 2.7.3.1 beschrieben, die Detektion
erfolgte durch Photometrie bei 220 nm.

2.7.5 GC-Analyse von Polyolen

Trehalose und Glycerol wurden gaschromatographisch nach Trimethylsilylierung
quantifiziert. 500 ul der Zellextrakte wurden mit je 75 pl 1 mM myo-Inosit und Saccharose
intern standardisiert und durch Festphasenextraktion an ENVI 18 reversed phase-Séulchen
(Supelco, Bellefonte, USA) extrahiert. Dazu wurden die Proben mit 500 pul 1 mM HCI auf die
mit 5ml Methanol und anschlieBend mit 5 ml Reinstwasser vorbereiteten Sdulchen
aufgetragen und mit 1 ml Reinstwasser eluiert. Dieser Schritt war nur fiir sehr konzentrierte
Rohextrakte notwendig. Die vereinigten Eluate wurden durch Lyophilisieren etwa 20-fach
konzentriert, anschlieBend bei 60 °C im Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt und die

Restfeuchtigkeit mit Toluol azeotrop verschleppt. Vor der Derivatisierung wurden die Proben
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iiber Nacht im Exsikkator iiber P4O;¢ getrocknet. Die trockenen Proben wurden mit 50 pl
wasserfreiem Pyridin 15 min im Ultraschallbad suspendiert und anschlieBend mit 100 pl
MSTFA/ TMCS (beide CS-Chromatographieservice, Langerwehe, D) 99/ 1 (v/ v) 60 min bei
100 °C umgesetzt.

Die Analyse erfolgte mit einem Fisons 9000 GC mit FID und Elektrometer EL 980 (Fisons
Instr., Rodano, I) an einer 50 m FS-SE-54-CB-0.25-Sdule (CS Chromatographieservice,
Langerwehe, D). Als Tragergas wurde Wasserstoff bei 2 ml/ min (geeicht bei 140 °C)
verwendet. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Hitachi-Merck-Integrators D-2000. Es
wurden je 1,5 ul der derivatisierten Proben durch Split-Injektion (Splitverhéltnis 1:10) bei
einer Injektor-und Detektorblocktemperatur von 280 °C appliziert und mit dem in Tabelle 7
aufgefiihrten Temperaturprogramm getrennt. Fiir eine genauere Analyse von TMS;-Glycerol

konnte das Splitverhiltnis auf 25:1 erh6ht werden.

Tabelle 7 Temperaturprogramm zur GC-Analyse TMS-derivatisierter Polyole aus Hefe.

Zeit [min] Sédulentemperatur [°C] Gradient [°C/ min]
0 100 -
2 100 15
14 280 -
19 280 Kiihlung 50
] ¥ myo-
[ Inosit

Saccharose =

. = Trehalose
Glucose \ff?

L_J_NL__,M\JNLJUL_JL,

Abbildung 7 Gaschromatogramm eines MSTF;&/ TMCS-derivatisiertenm Standardgemischs bei einem
Splitverhéltnis von 1:10 an 50 m FS-SE-54-0.25.

2.8 Enzymatische Bestimmung von ATP

ATP wurde in den Zellextrakten oder in DMSO-extrahierten Zellpellets enzymatisch nach

Schimz et al. (1981) bestimmt. Bei diesem Test wird die Chemoluminiszenz bei der ATP-
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abhédngigen Oxidation des Luciferins durch das Enzym Luciferase quantifiziert. Die Pellets
aus 2.4.2 wurden in 100 ul DMSO resuspendiert, 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und die
Suspension mit eiskaltem MeBpuffer auf 2 ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Nach
Zentrifugation (5 min/ 5000 g/ 4 °C) wurde der klare Uberstand zur ATP-Bestimmung
eingesetzt. Dazu wurden 100 pl Probe in der MefBkammer (Lumat LB 9507, EG&G Berthold,
Wildbad, D) vorgelegt, mit 100 pul Luciferin/ Luciferase-Rohextrakt (2 mg/ ml, Sigma-

Aldrich, Taufkirchen, D) versetzt und die Luminiszenz innerhalb von 20 s Reaktionszeit

bestimmt.

Mefpuffer: 50 mM TRIS pH 7,4 mit H,SO4
3,5 mM MgSOq4
2,5 mM K,SOy4
0,6 mM EDTA

2.9 Enzymatische Glucosebestimmung

Die Glucosekonzentration in Kulturiiberstinden wurde mit dem Saccharose/ Glucosetest von
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D) bestimmt. Prinzip ist die ATP-abhéngige
Umsetzung von D-Glucose durch Hexokinase in Glucose-6-Phosphat, das durch das Enzym
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase ~ NADP -abhiingig  oxidiert wird, wobei das
photometrisch leicht zu bestimmende NADPH ensteht. 1-50 ug Glucose in 50 ul
Reinstwasser (oder entsprechend verdiinnte Kulturiiberstinde) wurden mit 500 pl
Reaktionspuffer gemischt und anschlieBend 20 pl der Enzymsuspension zugegeben. Nach
15 min Reaktionszeit bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 340 nm bestimmt.

Glucose wurde anhand einer Eichreihe quantifiziert.

2.10Phosphatbestimmung

Phosphat wurde, um auch Polyphosphate zu erfassen, in Zellextrakten nach saurer Hydrolyse
bestimmt. Dazu wurde eine Test nach Ohnishi et al. (1975) verwendet, bei dem
Ammoniummolybdat und Phosphat in saurer Losung zur Molybdophosphorsdure reagieren,
die dann reduktiv im neutralen pH-Bereich zu Molybdénblau polymerisiert.

Die Zellextrakte wurden auf 1 M H,SOs eingestellt und 10 min auf 100 °C erhitzt, um
Polyphosphate zu hydrolysieren. Ein Teil Probe wurde mit 5 Teilen des frisch angesetzten
Nachweisreagenz (Wasser/ Molybdatreagenz/ Reduktionsreagenz 1/ 2/ 3) gemischt und 2 min

bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde mit 1/ 10 Volumen Entwicklerreagenz neutralisiert
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und nach 10 min die Extinktion bei 720 nm gegen einen Leerwert gemessen. Zur Berechnung

wurde eine Eichreihe von 0,01-1 mM Kaliumphosphat erstellt.

Molybdatreagenz: 4 % (w/ v) Ammoniummolybdat
0,016 M EDTA
Reduktionsreagenz: 0,172 M Hydroxylamin
0,001 M Polyvinylpyrrolidon
0,0875 M H,SO4
Entwicklerreagenz: 6,47 M NaOH
0,05 M Na,COs

2.11Bestimmung von Kaliumionen

Kalium wurde in Zellextrakten mittels Flammenphotometrie (ELEX 6361
Flammenphotometer, Eppendorf, Hamburg, D) bestimmt. Es wurden mit Reinstwasser

1:10 verdiinnte Extrakte mit Propan als Brennergas vermessen.

2.12Fluoreszenzmikroskopie

Zur Uberpriifung der Selektivitit der Permeabilisierung mit Nystatin wurden Vakuolen und
Cytoplasma mit spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen angefarbt und anschlieend die Zellen
selektiv permeabilisiert. Dazu wurden die Zellaliquots durch Zentrifugation (3000 g/ 5 min)
geerntet und in YM-Medium/ 25 mM Natriumcitrat pH 4,0 (1/1 (v/ v)) unter Zusatz von
20 uM Acridinorange (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) und 100 uM Arg-CMAC (Molecular
Probes Inc., Eugene, USA) resuspendiert und 30 min bei 30°C und 1000 Upm im
Schiittelheizblock  inkubiert. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert, mit
Permeabilisierungspuffer gewaschen (Kontrolle) und mit 20ng/gBTM Nystatin
permeabilisiert. Die Fluoreszenzmikroskopie wurde am Forschungszentrum Jiilich am Institut
flir Chemie und Dynamik der Geosphire (ICG-6) an einem Nikon Eclipse 1000
Fluoreszenzmikroskop (Filterblocke UV-2A und B2-A ) in Kooperation mit Dr. Ralf Wilhelm
durchgefiihrt. Die Bildauswertung und —darstellung erfolgte mit der LuciaG software (Nikon
Inc., Tokio, J).

2.13Berechnung und statistische Auswertung

Alle Experimente wurden, wenn nicht anders angegeben, in Dreifachbestimmung aus
parallelen Kulturen durchgefiihrt. Die Biotrockenmasse wurde mindestens doppelt bestimmt.

Aus den Dreifachbestimmungen wurden unabhidngig die Werte fiir die spezifische
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Metabolitkonzentration pro Gramm BTM berechnet. Aus den extrahierten cytosolischen und
vakuoldren Anteilen wurde unabhéngig pro Kultur der vakuolédre Anteil (%) berechnet.

Aus den drei Bestimmungen wurde die Standardabweichung s berechnet:

5= \/nzxi2 ~(Xn)

n(n—1)

9

n = Anzahl der Stichproben

X; = i1-ter Messwert
Zum Vergleich unabhédngiger Dreifachbestimmungen kann ein Konfidenzintervall fiir den
wahren Mittelwert p aus dem arithmetischen Mittel X bei normal verteilten Grundgesamt-
heiten (z-Wert aus Literatur: t/ z-Tabelle) berechnet werden:

xtz-s

z ist tabelliert und abhédngig von der Anzahl der Freiheitsgrade FG (n-1):

FG z
1 12,71
2 43
3 3,18
4
5

2,78
2,57

Zahlenbeispiel: Bei einer Bestimmung des vakuoldren Argininpools ergibt sich ein
arithmetischer Mittelwert von 150 pmol/g BTM mit einer Standardabweichung s von
15 umol/g BTM;
FG bei Dreifachbestimmung = 2, - z =43 (n=3)
FG bei Sechsfachbestimmung =5 —z = 2,57 (n=6):

85,5 umol/ g BTM < pu <214,5 umol/ g BTM; n=3

111,5 pmol/ g BTM < pu < 188,6 umol/ g BTM; n=6
Um das Konfidenzintervall fiir die wahren Aminoséurepools mit einer hoheren Genauigkeit
zu beschreiben, sind damit mehr Einzelmessungen notwendig:
Fir die Mindestanzahl n der Stichproben zur Schitzung des Mittelwerts mit einer

gewiinschten Genauigkeit d ergibt sich

s kann als Schitzung fiir o eingesetzt werden,

z ist abhéngig von den Freiheitsgraden FG tabelliert,
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d = Genauigkeit, die angestrebt wird.
Zahlenbeispiel: Fiir eine Standardabweichung von 15 umol/ g BTM und eine gewiinschte
Genauigkeit d von +/- 10 umol/ g BTM bei einem Vertrauensbereich von 95 % ergibt sich:

n=3,8416 22 ~ 8,6.
100

Es ist also eine mehrfache Wiederholung eines Experiments ndtig, um einen gefundenen
Unterschied zweier Grundgesamtheiten zu bestitigen. Bei unabhéngigen Experimenten kann

aber der Standardfehler (se) fiir die Standardabweichung eingesetzt werden.

Jn

Vertrauensbereich z
[Ye]

95 1,96

99 2,58

99,9 3,29
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3 Ergebnisse

3.1 Selektive Permeabilisierung mit Nystatin

Ziel der Arbeit war zunichst die Etablierung einer Methode zur selektiven Permeabilisierung
der Plasmamembran von Saccharomyces cerevisiae mittels des Polyenantibiotikums Nystatin,
um den cytoplasmatischen Anteil verschiedener niedermolekularer Metabolite unter
spezifischen Wachstumsbedingungen zu ermitteln. Nystatin bildet mit Ergosterol, der
Hauptsterolkomponente der Plasmamembran von Saccharomyces cerevisiae (Zinser et al.
1991, Daum et al. 1998), spezifische Porenkomplexe, die eine Diffusion niedermolekularer
Molekiile liber die Membran erméglichen (Kitajima et al. 1976, Bolard 1986, Avéret et al.
1998, Larsson et al. 2000). Die Selektivitit der Permeabilisierung beruht auf dem niedrigen
Sterolgehalt interner Membranen (Zinser et al. 1990, Schneiter et al. 1999), so dal} bei
Behandlung der Zellen mit einer niedrigen Nystatindosis das Antibiotikum quantitativ an die
Plasmamembran binden sollte. Der nicht cytoplasmatische Anteil der Zelle wird in dieser
Arbeit als vakuoldr bezeichnet, da die Vakuole, abhingig von den physiologischen
Bedingungen, etwa 25 % des Gesamtzellvolumens einnimmt und weitere intrazelluldre
Kompartimente in erster Ndherung zu vernachlissigen sind (siehe auch 3.4).

Um eine quantitative Freisetzung aller Metabolite durch Diffusion zu erméglichen, wurde
eine erhohte Permeabilisierungstemperatur von 30 °C und eine niedrige Zelldichte im

Inkubationspuffer (1 g/ 1) gewahlt.

3.1.1 Selektive Nystatindosis

Die notige Nystatindosis und Inkubationszeit zur selektiven Extraktion der cytoplasmatischen
Metabolite wurde durch Titrationsexperimente mit steigender Nystatindosis bei konstanter
Inkubationsdauer ermittelt. Dazu wurden Zellen der exponentiellen Wachstumsphase wie
beschrieben mit einer Dichte von 1 g BTM/ 1 in Permeabilisierungspuffer suspendiert und in
1 ml-Aliquots mit steigender Nystatindosis behandelt. Da alle Ansétze aus einer 0,1 %igen
Nystatinstammldsung in DMSO pipettiert wurden, konnte bei Zugabe hoherer Dosen Nystatin
der membranzerstorende Effekt des Losemittels DMSO (Konzentration 1 % DMSO bei einer
Nystatindosis von 10ng/ g BTM) nicht von der spezifischen Wirkung des Nystatins
differenziert werden. Als vakuoldre Leitmetabolite wurden basische Aminosduren (Lysin,
Arginin, Ornithin) und Phosphat nach saurer Hydrolyse von Polyphosphaten quantifiziert.
Phosphat wird in Form von Polyphosphaten in der Vakuole gespeichert und sollte daher nur

teilweise im cytosolischen Extrakt vorhanden sein (Indge 1968, Urech et al. 1978). Fiir das
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Cytoplasma wurden Aspartat, Glutamat, Alanin und Glutamin (Messenguy et al. 1980,
Kitamoto et al. 1988) sowie Adeninnukleotide und Kaliumionen als Leitmetabolite betrachtet.
Weiterhin wurde eine Analyse der freien Nystatinkonzentration in Abhédngigkeit der
eingesetzten Dosis durchgefiihrt, um die spezifische Bindung an die Plasmamembran zu
dokumentieren. Ein weiterer Nachweis fiir die Intaktheit der Vakuolen nach der Extraktion
cytoplasmatischer Metabolite sollte mittels Fluoreszenzmikroskopie erbracht werden.

Eine typische Titrationsreihe mit Freiseztung von Aminosduren ist in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8 Abhéngigkeit der Konzentration A. vorwiegend cytosolischer (Glu, Ala, Gln) und B. vakuolarer
(Lys, Arg, Orn) Aminoséduren im Zellpermeabilisat von der Nystatindosis (Extraktionsdauer 15 min/ 30 °C),
gemessen mittels reversed phase HPLC nach OPA-MPA/ FmocCl-Derivatisierung. Saccharomyces cerevisiae
23344c¢ Ubernachtkultur auf CBSS-Medium bei ODgg = 1,5; Dreifachbestimmung (Fehler = s).

Es wurde ein biphasisches Auftreten von Aminosduren im Permeabilisat in Abhédngigkeit von

der Nystatindosis gefunden. Bei einer Dosis von etwa 20-30 ng Nystatin/ g BTM war
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anndhernd eine konstante Konzentration im Permeabilisat zu beobachten, wobei vorwiegend
cytosolische Aminosduren freigesetzt wurden. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war bei
einer Dosis von 20 ng Nystatin/ g BTM sehr gut. Bei Erhdhung der Nystatindosis wurden
sukzessive auch typisch vakuoldre Leitmetabolite extrahiert. Damit wurde eine selektive
Permeabilisierung fiir cytosolische Aminosduren bei einer Nystatindosis von 20-
30 ng/ g BTM und einer Inkubationsdauer von 15 min bei 30 °C erreicht. Der dynamische
Bereich, also eine von der Dosis nahezu unabhingige Wirkung des Antibiotikums, wurde
zwischen 15 und 30 ng Nystatin/ g BTM beobachtet, so daB diese Methode auch bei
schwankender Zellkonzentration mit denselben Parametern anwendbar war. Bei exponentiell
wachsenden Zellen wurde bei einer Verdopplung der Zellmasse pro Ansatz anndhernd die
gleiche Selektivitit wie in Abbildung 8 erreicht. In erster Ndherung wurde also eine
Konzentrations-Wirkungskorrelation des Nystatins gefunden, so daB3 die Permeabilisierung
bei einer konstanten Konzentration (0,002 % Nystatin/ 2 % DMSO) als Routinemethode
verwendet werden konnte.

Die Analyse von Phosphat in den Permeabilisaten ergab ebenfalls eine zweistufige
Titrationskurve mit einem deutlichen Plateau zwischen 10 und 30 ng Nystatin/ g BTM, etwa
30% des Gesamtphosphats waren cytosolisch lokalisiert (nicht abgebildet). Diese
Beobachtung unterstiitzt die Folgerungen der Aminosdureanalyse beziiglich der Selektivitit
und Dynamik der Nystatinextraktion.

In Abbildung 9 ist die Freisetzung von Nukleotiden unter den angegebenen Bedingungen in
Abhingigkeit von der Nystatindosis gezeigt. Diese Metabolite sollten fast ausschlieBlich
cytosolisch lokalisiert sein und miiliten somit bei einer Nystatindosis um 20 ng/ g BTM
quantitativ  freigesetzt werden. Zu erkennen ist, dal Nukleotide ein anderes
Extraktionsverhalten bei Nystatinbehandlung zeigten als cytoplasmatische Aminoséuren. Bei
der fiir cytosolische Aminosduren selektiven Dosis waren nur etwa 10% der
Adeninnukleotide im Permeabilisat. ATP war in den Permeabilisaten fast vollstindig
hydrolysiert, was durch die Bestimmung von ATP in den Pellets bestétigt wurde. Ab einer
Nystatindosis von etwa 40 ng/ g BTM waren auch die Nukleotide fast quantitativ im
Permeabilisat nachweisbar. Bei diesem Experiment war die Zellmasse in den Ansidtzen
geringfiigig hoher als 1 g BTM/1. Die Dosis von 38 ng Nystatin/ g BTM wurde bei einer
Nystatinkonzentration von 0,005 % erreicht. Die geringfiigig unterschiedliche selektive
Nystatindosis kann auf das etwa 2-fach hohere Molekulargewicht der Nukleotide oder ihre

hohe negative Ladungsdichte zuriickzufiihren sein (Avéret ef al. 1998).

36



-Ergebnisse-

N
()]

N
o

—_
(@)

—_
o

Spezifische Konzentration
[umol/ g BTM]

S N . AR
Nystatindosis [ng/ g BTM] ?&%

Abbildung 9 Abhéngigkeit der Konzentration der Adeninnukleotide im Zellpermeabilisat von der Nystatindosis
(Extraktionsdauer 15 min/ 30 °C), bestimmt mittels Ionenpaar-RP-HPLC modifiziert nach Patthy et al. (1990).
Saccharomyces cerevisiae 23344c Ubernachtkultur auf CBS-Medium bei ODgyy = 5,0; Dreifachbestimmung
(Fehler =s).

Ein weiterer Nachweis fiir die quantitative Freisetzung kleiner cytoplasmatischer Molekiile
konnte durch die Messung der Kaliumionen in den Permeabilisaten erbracht werden. In
Abbildung 10 ist dargestellt, dal intrazelluldres Kalium schon bei einer sehr geringen

Nystatindosis von etwa 10 ng/ g BTM frei diffundierte, also die Plasmamembranen aller

Zellen permeabilisiert waren.
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Abbildung 10 Abhiingigkeit der K'-Konzentration im Zellpermeabilisat von der Nystatindosis (Extraktions-
dauer 15 min/ 30 °C), bestimmt mittels Flammenphotometrie. Saccharomyces cerevisiae 23344c Ubernacht-
kultur auf CBSS-Medium bei ODgyy = 1,8; Dreifachbestimmung (Fehler = s).
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Als weiteres Indiz fiir die Selektivitit der Permeabilisierung wurde gezeigt, dall das
porenbildende Agens Nystatin unter selektiven Bedingungen nur in sehr geringer
Konzentration frei vorliegt, also iiberwiegend spezifisch, und damit hochaffin, an die
Zielmembran bindet. Kaufliche Nystatinpriparate bestehen aus mehreren Isomeren (Thomas
et al. 1982). In den Permeabilisaten konnten durch RP-lonenpaar-HPLC parallel zu den
Nukleotiden drei Isomere des Nystatins anhand ihres charakteristischen UV-Spektrums
identifiziert werden. Im Bereich der selektiven Wirkung des Antibiotikums (10-
30 ng/ g BTM) waren nur etwa 5-20 % des zugesetzten Polyens frei im Zelliiberstand, bei
einer Erhohung der Dosis auf 100 ng/ g BTM aber etwa 65 %. Diese Beobachtung bestitigt
die selektive Wirkung des Nystatins bei einer Dosis von 10-30ng/ g BTM. Aus den
Ergebnissen wird auch deutlich, da3 die Porenstruktur, die sich in der Plasmamembran mit
Nystatin bildet, oder die GroBe der Poren von der Nystatindosis abhédngt, da ein deutlicher
Unterschied der freien Diffusion zwischen Nukleotiden (M, etwa 330, permeabel ab etwa
40 ng/ g BTM), Aminosduren (M; etwa 110, permeabel bei 20 ng/ g BTM), Glycerol (M; 92,
permeabel bei 10ng/ g BTM, sieche 3.5.2) und kleinen Ionen (K", permeabel bei
10 ng/ g BTM) beobachtet wurde (siche auch Avéret et al. 1998).

3.1.2 Permeabilisierungskinetik

Die in 3.1.1 beschriebenen Experimente dokumentieren die selektive Wirkung des
Antibiotikums Nystatin auf die Plasmamembran von Saccharomyces cerevisiae. Dies konnte
fiir die selektive Extraktion von Aminosduren und anderen kleinen Metaboliten aus dem
Wildtypstamm 23344c genutzt werden. Die quantitative Ausbeute der selektiven Extraktion
wurde durch Bestimmung von Kaliumionen in den Permeabilisaten nachgewiesen und sollte
durch Bestimmung der Zeitabhingigkeit der Freisetzung von Aminosduren bei einer
selektiven Nystatindosis von 20ng/ g BTM bestitigt werden. Dazu wurde die
Permeabilisierung nach verschiedenen Inkubationszeiten durch Zentrifugation der Zellen wie
beschrieben gestoppt und eine Aminosdureanalyse in den Permeabilisaten durchgefiihrt.
Parallel wurde die Kinetik nach Zugabe von 150 uM (Endkonzentration im Ansatz) aller zu
detektierenden Aminosduren aufgenommen. In Abbildung 11 A. ist die Permeabilisierungs-
kinetik fiir die wichtigsten Aminosduren dargestellt, Abbildung 11 B. zeigt die Bilanz aus
vakuoldrem und cytosolischem Gehalt in Abhdngigkeit von der Extraktionsdauer. Die

Ergebnisse des Experiments mit aufgestockten Proben sind in 6.2 in Tabelle 17 aufgefiihrt.
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Abbildung 11 Zeitverlauf der Freisetzung vorwiegend vakuolédrer (Arg V, Lys [, Orn l) und cytosolischer
(Ala @, GluO, GIn ¥) Aminosduren mit 20 ng Nystatin/ g BTM, gemessen mit RP-HPLC nach OPA-
Mercaptoethanolderivatisierung. B. Summe aus vakuoldrem und cytosolischem Extrakt in Abhingigkeit von der
Permeabilisierungsdauer. Saccharomyces cerevisiae 23344c Ubernachtkultur auf CBS-Medium bei ODg = 2,2;
Doppelbestimmung (Fehler = s).

Die hauptsdchlich im Cytoplasma lokalisierten Aminoséduren Alanin und Glutamin zeigten,
wie alle anderen analysierten Aminosduren auller Glutaminsiure (siche 6.2), eine Sattigung
der Freisetzung bei einer Inkubationsdauer von etwa 10-12 min. Die Freisetzung von
Glutamat zeigte keine Sattigung, und nur etwa 30 % des Gesamtgehalts waren nach 15 min
im Permeabilisat zu finden. Dagegen wurden vakuoldre Marker, vor allem Lysin, das in
Saccharomyces cerevisiae in hoher Konzentration cytotoxisch ist (Sumrada und Cooper 1978)

und somit fast ausschlieBlich in der Vakuole vorliegt, in 15 Minuten nur zu einem sehr
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geringen Teil freigesetzt. Damit konnte eine quantitative und spezifische Freisetzung
cytoplasmatischer Aminosduren mit der beschriebenen Methode gezeigt werden, allerdings
war diese Methode fiir Glutamat und Aspartat nicht reproduzierbar zu verwenden.

Da die Extraktion bei 30 °C durchgefiihrt wurde, konnte ein enzymatischer Abbau von
Aminosduren wéahrend der Inkubation nicht ausgeschlossen werden. Abbildung 11 B. zeigt
die konstante Gesamtkonzentration der wichtigsten Aminosduren im Extraktionsansatz {iber
15 Minuten, allerdings wurde fiir Glutaminsdure, den zentralen Metaboliten (siehe
Abbildung 2 in 1.4), ein Verlust von etwa 30-50 % in 15 Minuten in unabhidngigen
Experimenten gefunden. Da anzunehmen ist, da3 der vakuoldre Anteil der Aminosduren
metabolisch inaktiv ist, konnte eine Bestimmung der Glutamatverteilung in der Zelle durch
eine Berechnung aus dem vakuoldren Gehalt und dem Gesamtgehalt vorgenommen werden.
Zellen, die vor der Inkubation mit externen Aminosduren aufgestockt worden waren, zeigten
fiir Aspartat, Asparagin, Serin und Glutamin eine zu geringe Wiederfindung. Fiir diese
Aminosduren muflite generell mit einem metabolischen Abbau wéhrend der Inkubation
gerechnet werden und die Ergebnisse durch Vergleich der extrahierten Mengen (Vakuole +
Cytosol) mit dem Gesamtgehalt vor der Permeabilisierung (ZellaufschluB3) verifiziert werden.
Ein metabolischer Effekt konnte fiir Zellen, denen extern keine Aminosduren zugegeben
wurden, ausgeschlossen werden, da der Gesamtgehalt aller Aminosduren iiber die

Inkubationsdauer konstant war (siche Abbildung 11 B und Abschnitt 6.2).
3.1.3 Abhangigkeit der Nystatinwirkung von den Kulturbedingungen

3.1.3.1 Stationire Kulturen

Da die differentielle Extraktion von Aminosduren flir ein phénotypisches screening von
Deletionsstimmen verwendet werden sollte, die unter verschiedenen Bedingungen gewachsen
waren, muflite die Abhingigkeit der Nystatinwirkung von  verschiedenen
Kultivierungsbedingungen gezeigt werden. Dazu wurden Titrationsexperimente wie in 3.1.1
beschrieben durchgefiihrt. Die Zellen wurden aus verschiedenen Wachstumsstadien (siehe
auch 3.3.1) und nach Wachstum unter verschiedenen Stref3- (siehe 3.5.2, 3.5.3) und
Limitationsbedingungen geerntet und permeabilisiert. In Abbildung 12 ist dargestellt, da3 bei
der Extraktion stationdrer Zellen mit Nystatin selbst bei sehr hoher Dosis des Antibiotikums
nur ein geringer Anteil der Aminoséuren freigesetzt wurde. Wie schon in 3.1.1 und 3.1.2
beschrieben, war vor allem der cytoplasmatische Anteil von Glutaminsdure mit etwa 5-10 %
erstaunlich gering. Deshalb wurde ein Vergleich zu der von Ohsumi et al. (1988) etablierten

Kupferpermeabilisierung mit stationidren Zellen vorgenommen. Beide Techniken wurden
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parallel an drei Zellkulturen durchgefiihrt (Abbildung 13). Dabei wurden die meisten
Aminoséuren in vergleichbaren Mengen freigesetzt. Auffillig ist die Diskrepanz bei Glutamin
und Glutamat, die nach der Kupfermethode auch in stationdren Zellen vorwiegend
cytoplasmatisch lokalisiert waren, mit Nystatin aber nicht extrahiert werden konnten.
Weiterhin wurden geringere Selektivititsunterschiede flir Serin, Glycin, Arginin, Isoleucin

und Ornithin beobachtet.
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Abbildung 12 Dosisabhédngigkeit der Permeabilisierung mit Nystatin bei stationdren Zellen. A. Cytosolische
Leitmetabolite Ala, Gln, Gly, B. vakuoldre Marker Arg, Orn, Lys, bestimmt mit RP-HPLC nach OPA-
MPA/ FmocCl-Derivatisierung. Saccharomyces cerevisiae 23344c, stationdre Kultur auf CBSS-Medium bei
ODggo = 13,4; Dreifachbestimmung (Fehler = s).
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Abbildung 13 Vergleich der differentiellen Extraktion von Aminosduren mit Nystatin und Kupferchlorid
(Ohsumi et al. 1988). Abgebildet sind die bei selektiver Permeabilisierung (20 ng Nystatin/ g BTM bzw. 0,2 mM
CuCl,) extrahierten cytoplasmatischen Aminosduren, bestimmt mit RP-HPLC nach OPA-MPA/FmocCl-
Derivatisierung. Saccharomyces cerevisiae 23344c, stationdre Kultur auf CBSS-Medium bei ODgy = 13,0;
Dreifachbestimmung (Fehler = s).

In allen anderen Wachstumsstadien von Schiittelkulturen (exponentielles Wachstum
ODgoo = 0,8-5, diauxischer shift ODgoo = 6-7, siche 3.3.1) wurde mit Nystatin eine zu der

Titrationskurve in Abbildung 8 vergleichbare Selektivitit beobachtet.

3.1.3.2 Stickstoffmangelkulturen

Da Aminosduretransporter vor allem bei wechselnder Stickstoffversorgung aktiviert werden,
muf} eine Permeabilisierungsmethode fiir das phanotypische screening von Deletionsmutanten
bei stickstoffgehungerten Kulturen anwendbar sein. Die Permeabilisierungseffizienz wurde in
Kulturen bestimmt, die vier Stunden in Medium ohne Stickstoffquelle inkubiert worden
waren (Abbildung 14). Wie bereits beschrieben, wurde auch in diesem Fall nur ein sehr
geringer cytoplasmatischer Glutaminsdureanteil gemessen (10 % des Gesamtgehalts, nicht
abgebildet). Fiir andere partiell cytoplasmatische Aminosduren wurde eine zweistufige
Abhingigkeit der Permeabilisierungseffizienz von der Nystatindosis beobachtet, allerdings
war der Dosisbereich, bei dem eine konstante Konzentration cytosolischer Aminosiuren im

Permeabilisat ermittelt wurde, schwach ausgepriagt. Glutamin war zu etwa 90 % cytosolisch
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lokalisiert. Basische Aminosdauren wurden fast ausschlieBlich im vakuoldren Extrakt

gefunden.
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Abbildung 14 Dosisabhéngigkeit der Permeabilisierung mit Nystatin bei stickstoffgehungerten Zellen. A.
Cytosolische Leitmetabolite Ala, Gln, Ser, B. vakuoldre Aminosduren Arg, Orn, Lys, bestimmt mit RP-HPLC
nach OPA-MPA/ FmocCl-Derivatisierung. Saccharomyces cerevisiae 23344c nach 4 h auf CBSS-Medium ohne
Stickstoffquelle bei ODggg = 4,0. Dreifachbestimmung (Fehler = s).

Bei Kulturen, die auf Harnstoff oder L-Prolin als Stickstoffquelle gewachsen waren, wurden

zu der in Abbildung 8 vergleichbare Titrationskurven erhalten.
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3.1.3.3 Hitze-, Kilte-und hyperosmolare Kulturen

Um die Verteilung der kompatiblen Solute Glycerol und Trehalose sowie der Aminosiuren
unter StreBbedingungen zu bestimmen, wurden Nystatindosis-Wirkungskurven nach
Hitzeschock, Wachstum unter hyperosmolaren Bedingungen und bei 15 °C aufgenommen.
Salz- und Hitzestress fiihrten zu einer geringfiigigen Verschiebung des selektiven Bereiches,
es wurde aber unter allen Bedingungen eine selektive Freisetzung cytoplasmatischer

Metabolite gefunden (siehe3.5.2, 3.5.3).

3.1.4 Fluoreszenzmikroskopie

Um die Intaktheit der vakuoldren Membran nach der selektiven Permeabilisierung mit
Nystatin zu iiberpriifen, wurde das vakuoldre Lumen vor der Extraktion spezifisch mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Arg-CMAC (Molecular Probes Inc., Eugene, USA) angefirbt. Um einen
besseren Kontrast bei der Mikroskopie zu erreichen, wurde das Cytoplasma parallel mit
Acridinorange angefarbt. Nach der selektiven Permeabilisierung (15 min/ 30 °C) wurden die
Zellen im Pellet bis zur Mikroskopie auf Eis gelagert.

In Abbildung 15 A sind blau fluoreszierende Vakuolen deutlich vom gelben Cytoplasma zu
unterscheiden. Nach der selektiven Permeabilisierung waren intakte Vakuolen dunkel durch
die gelbe Farbung des Cytoplasmas zu erkennen, das vakuoldre Lumen war entfiarbt. Der
blaue Farbstoff war bei UV-Anregung im Cytoplasma zu erkennen. Da nicht bekannt ist, wie
Arg-CMAC in der Vakuole immobilisiert wird, konnte dies durch einen Verlust des
Protonengradienten und eine freie Diffusion des Farbstoffs bei neutralem pH iiber die
vakuoldre Membran erkldrt werden. Bei einer 10-fachen Erhohung der Nystatindosis war nur
noch die unspezifische Anfiarbung der gesamten Zelle zu erkennen, vakuoldre Strukturen

waren zerstort.
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3.1.5 Stammabhdéngigkeit der Permeabilisierung mit Nystatin

Da keine Daten iiber die Sensitivitit verschiedener Wildtypstimme gegeniiber Nystatin
vorlagen, wurde fiir alle in dieser Arbeit benutzten Hefe-Wildtypstimme ein Vergleich der
Permeabilisierungseffizienz des Nystatins unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Fiir die
Wildtypstimme 23344c, W303p und K26 wurde eine selektive Permeabilisierung der

Plasmamembran bei einer Nystatindosis von 20 ng/ g BTM gefunden.

3.2 Untersuchung von Deletionsstammen

Die  Nystatinmethode wurde entwickelt, um mit ihrer Hilfe Gene fiir
Aminoséduretransportproteine in Saccharomyces cerevisiae durch ein screening ausgewihlter
Deletionsstimme zu identifizieren. Primére Ziele der Kompartimentierungsanalysen waren
vakuoldre Aminosduretransporter, fiir die die ersten Genloci wéhrend dieser Arbeit

beschrieben wurden (Russnak et al. 2001).

3.2.1 AAAP-Familie

Zu Beginn dieser Arbeit waren verschiedene vakuoldre Aminosdureaufnahmesysteme durch
biochemische Untersuchungen an transportkompetenten vakuoldren Vesikeln charakterisiert.
Aufgrund transportkinetischer Studien wurde vermutet, daBl sieben Aminosdure-Proton-
Antiporter und ein Histidin-Arginin-Antiporter in der vakuoldren Membran aktiv sind
(Ohsumi und Anraku 1981, Sato et al 1984a/b). Nach der kompletten Sequenzierung des
Genoms von Saccharomyces cerevisiae konnten bis zu Beginn der Arbeit keine Gene fiir
vakuoldre Anminosduretransporter identifiziert werden. Innerhalb einer Kooperation wurden
nach in silico-Untersuchungen ORFs ausgewihlt, die fiir Auxin- und Aminosdurepermeasen
homologe Proteine hoherer Pflanzen kodieren (Mitglieder der MFS-Superfamilie, André
1995, Paulsen et al. 1998). Deletionsmutanten dieser ORFs standen fiir eine funktionelle
Charakterisierung der Transportprozesse zur Verfligung. Mittlerweile wurden fiir einige
Proteine dieser Genfamilie Funktionen als vakuoldre Aminosduretransporter beschrieben.
Russnak et al. (2001) ordneten die Proteine einer vesikuldiren Aminoséuretransporterfamilie
(UNC-47) mit Homologen in Ratte-, Maus- und Caenorhabditis elegans Nervenzellen zu.

Da Arginin und Lysin zwei Hauptsubstrate fiir vakuoldre Importprozesse sind (Ohsumi und
Anraku 1981, Sato et al 1984a/b), wurde zunidchst die Aminosdureverteilung der
Deletionsstimme bei Wachstum auf diesen Metaboliten als Stickstoffquelle im Vergleich zum

Wildtyp bestimmt. Dazu wurden die Kulturen in CBS-Medium mit 0,05 % (NH4)2SO4
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(1/ 10 Stickstoff) iiber Nacht bis ODgyp = 1,5-3 angezogen, dann mit je 10 mM L-Arginin und
L-Lysin supplementiert und nach vier Stunden mit Nystatin selektiv permeabilisiert. In
Tabelle 9 sind die Ergebnisse dieser Experimente zusammengefalit. Dazu ist in Abbildung 16
die Verteilung fiir die Deletionsmutante JA 224 im Vergleich zum Wildtyp graphisch
dargestellt. Die auf Lysin und Arginin gewachsenen Zellen zeigten im Vergleich zu Kulturen
auf Ammonium eine etwa 50 % hohere Arginin- und Lysinakkumulation in der Vakuole.

Dagegen waren Glutamat und Ornithin 5-fach, Glutamin 3-fach erniedrigt.
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Abbildung 16 Vergleich der Aminosdurekompartimentierung zwischen S.cerevisiae. Wildtyp 23344c und
Deletionsmutante JA 224. Ubernachtkulturen auf CBS-Medium (0,05 % Ammoniumsulfat) wurden in der
exponentiellen Phase mit je 10 mM L-Lys und L-Arg supplementiert und nach vier Stunden selektiv mit
Nystatin permeabilisiert. Im Vergleich dazu Wildtypzellen (23344c) in der exponentiellen Wachstumsphase auf
CBS-Medium. A. Gesamtaminosduregehalt, B. vakuoldrer Anteil bestimmt mit RP-HPLC nach OPA-
Mercaptoethanol-Derivatisierung; Dreifachbestimmung (Fehler = s).
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Fir die Stimme JA 254 und JA 224 wurde eine zum Wildtyp erhohte bzw. erniedrigte
Argininakkumulation gefunden (Abbildung 16, Tabelle 9). Da beide in der Doppelmutante
JA 254 deletierten ORFs (YERI19c und YILOS8Sc) in den Einzeldeletionsstimmen (JA 226
und JA 228) keinen Phénotyp zeigten, konnte eine Redundanz zweier Transportsysteme
vorliegen. Da aber beide Phidnotypen quantitativ schlecht reproduzierbar waren, wurde ein
Artefakt in der Bestimmung der Verteilung bei diesen Kulturbedingungen vermutet. Es wurde
unter den angegebenen Bedingungen die Vitalitdt der Zellen von Wildtyp und der Mutante
JA 224 mittels Methylenblaufarbung und Wachstum auf Agarplatten (Kolonienzahl, CFU)
untersucht. Es wurde fiir Deletionsmutanten und Wildtyp innerhalb der vier Stunden
Inkubation mit Lysin und Arginin ein Riickgang lebensfdhiger Zellen auf etwa 50 % mit
beiden Methoden gefunden. Das Sterben der Zellen konnte durch Pufferung des Mediums mit
Natriumsuccinat bei pH 5,5 (CBSS-Medium) verhindert werden. In ungepufferten Kulturen
wurde ein pH von etwa 2,8 bis 3,0 unmittelbar vor der Ernte gemessen. In gepufferten
Kulturen konnte der oben beschriebene Phinotyp nicht reproduziert werden. Russnak et al.
(2001) beschrieben mittlerweile den ORF YERI19c als Gen eines vakuoldren Aspartat- und
Glutamatexporters, womit der beobachtete Phanotyp kaum zu erkldren ist. Die Unterschiede
der Argininakkumulation waren wahrscheinlich durch die in Schiittelkultur nicht exakt
reproduzierbaren Anteile lebender Zellen begriindet.

Weiterhin wurde fiir den Dreifachdeletionsstamm JA 296 eine geringfiigige und quantitativ
schwer reproduzierbare Verschiebung von Glutamin in die Vakuole gefunden. Der isogene
Stamm JA 298 zeigte diesen Effekt nicht. Russnak et al. (2001) beschrieben spiter, dall zwei
in diesen Stimmen deletierte Gene (ORF YKL146w und YNL10Iw) fiir vakuoldre Glutamin-
(Asparagin)-/ Tyrosin-/ Isoleucin- (Leucin-)-Exporter codieren, das dritte deletierte Gen flir
einen Importer gleicher Spezifitit. Die Einzeldeletion des beschriebenen Importers im Stamm
JA 230 fiihrte zu keinem meBbaren Effekt. Weitere physiologische Untersuchungen dieser
Stamme wurden im Rahmen einer Diplomarbeit (Weinand (2001)) durchgefiihrt. Es konnten

keine Deletionsphinotypen beschrieben werden.

3.2.2 Deletion im ORF YCRO023c

Das Genprodukt dieses ORFs konnte durch Markierungsexperimente in der vakuoldren
Membran lokalisiert werden (M. Albertsen, personliche Mitteilung). Nach in silico-Analysen
wurde das Genprodukt als putatives MFS-Protein (H -Antiporter), das Homologie zu
Entgiftungssystemen aufweist, beschrieben (Paulsen et al 1998). Laborinterne
Datenbankanalysen und Topologievorhersagen identifizierten ein fiir Polyamintransporter
konserviertes Motiv (M. Albertsen, personliche Mitteilung). Es wurde eine selektive
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Extraktion mit Nystatin und eine Analyse der Aminosduren und Polyamine mittels RP-HPLC
durchgefiihrt; dabei wurde kein Unterschied des Aminosduregehalts und der
Aminosdureverteilung in exponentiell wachsenden Kulturen im Vergleich zum Wildtyp
gefunden (CBSS-Medium, ODgy = 1,5). Die Analyse der Polyamine ist in Abbildung 17
dargestellt. Auch hier wurde kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp gefunden.
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Abbildung 17 Vergleich des Polyamingehalts, ermittelt durch RP-HPLC, zwischen S.c. Wildtyp 23344c und der
Deletionsmutante WF 1 nach selektiver Extraktion mit 20 ng/ g BTM Nystatin. A. Gesamtpolyamingehalt, B.
vakuolirer Gehalt. Ubernachtkulturen auf CBSS-Medium bei ODgg = 2,5; Dreifachbestimmung (Fehler = s).

Etwa 90 % aller Polyamine waren im vakuoldren Extrakt zu finden, Putrescin war nur in sehr
geringer Konzentration vorhanden. Es wurde kein Hinweis auf eine Funktion des deletierten
Gens bei der vakuoldren Polyaminkompartimentierung gefunden. Eine Messung der

Polyaminaufnahme in intakte vakuoldre Vesikel der Deletionsmutante zeigte keinen

Unterschied zum Wildtyp (I. Bellahn, personliche Mitteilung).
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3.2.3 ORF YGR138c und YNL065w

Durch Genexpressionsanalysen mit Stimmen, die lacZ-Fusionen dieser ORFs trugen, konnte
eine konstitutive Expression beider Gene gefunden werden (M. Albertsen, personliche
Mitteilung). Beide ORFs zeigen wie YCR023¢ Homologie zu Genen von H'-Antiportern, die
fiir die Entgiftung toxischer Substanzen wichtig sind (Paulsen ef al. 1998). Eine Analyse der
subzelluliren Aminosdureverteilung exponentiell wachsender Kulturen auf CBSS-Medium

mit Nystatin zeigte keine Unterschiede zum Wildtyp.

3.2.4 ORF YMR126¢c

Ein Deletionsstamm dieses ORFs wurde durch Transposonmutagenese als kéltesensitiv bei
Wachstum bei 15°C identifiziert (de Jesus Ferreira et al. 2001). Die Deletion in einem
auxotrophen Wildtyphintergrund (W303-1A-126) zeigte eine Induktion der Gene ARGI,
METI4 und PUT4 nach Uberfithren der Kulturen von 30 °C auf 15 °C (M. de Jesus Ferreira,
personliche Mitteilung). Daher wurde ein Zusammenhang zum Aminosiurestoffwechsel
vermutet. Es wurde eine Bestimmung der subzelluldren Aminosdureverteilung im
prototrophen Wildtyphintergrund (W303p) nach Wachstum bei 15 °C und eine Bestimmung
der selektiven Nystatindosis durchgefiihrt. Stationdre Vorkulturen in CBSKP-Medium
wurden nach Wachstum bei 30 °C mit einer ODggp von 0,2 bei 15 °C in frischem Medium
inokuliert und bei einer ODgpp von 1,1 (W303p nach 19,5 h, W303-p-126 nach 24 h) selektiv
mit Nystatin permeabilisiert. Durch Titrationsexperimente wurden die in 3.1.1 beschriebenen
selektiven Extraktionsbedingungen bestitigt. In Tabelle 8 sind die Aminosduregehalte und -
verteilungen im Wildtyp und der Deletionsmutante dargestellt. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede gefunden. Der cytosolische Aminosdureanteil war unter diesen Bedingungen
mit etwa 50% des Gesamtgehalts relativ hoch. Ein Vergleich mit der
Aminosédurekonzentration unter Standardbedingungen ist in Abbildung 18 fiir den Wildtyp
gezeigt.

Der Gesamtaminosduregehalt war bei 15 °C erniedrigt, vor allem Glutaminsédure, Arginin,
Alanin, Citrullin und Lysin waren deutlich niedriger konzentriert. Bei 15 °C wurde fiir fast
alle Aminosduren ein groBerer Anteil im Cytoplasma gefunden. Die Konzentration im
Cytoplasma, ausgehend von konstanten Zellvolumina, war bei 15 °C erniedrigt, lediglich die
cytosolische Glutaminkonzentration war um etwa 30 % hoher. Auffillig war die hohe
Citrullinkonzentration in diesem Stamm, die beim Wildtyp 23344c vielfach geringer war
(siche Tabelle 8).

In Tabelle 9 ist eine Ubersicht iiber alle Messungen der Deletionsmutanten wiedergegeben.
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Tabelle 8 Aminosédureverteilung im Deletionsstamm W303-p-126 im Vergleich zum Wildtyp nach selektiver
Extraktion mit Nystatin, bestimmt mit RP-HPLC nach OPA-MPA/ FmocCl-Derivatisierung. Wachstum auf
CBSKP-Medium bei 15 °C bis ODgq = 1,1; Dreifachbestimmung (Fehler = s).

Stamm W303p W303-126p

Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]

Asp 17,9 +- 11 40,9 +- 17 20,5 +/- 1,7 36,2 +/- 4.8
Glu 117,2 +/- 181 36,2 +/- 22 1176 +/- 10,1 28,3 +/- 3,7
Asn 0,7 +/- 0,1 457 +/- 8,7 1,5 +/- 07 653 +/- 3,0
Ser 16,5 +/- 1,0 326 +/- 26 16,9 +/- 24 28,4 +/- 3,6
Gin 193,7 +/- 17,7 53,5 +/- 47 2154 +/- 10,6 411 +/- 31
His 11,1 +- 2,0 69,0 +/- 13 10,8 +/- 0,6 60,3 +/- 34
Gly 10,9 +/- 1,7 352 +/- 2,1 10,8 +/- 1,0 29,6 +/- 3,7
Thr 116 +/- 1,6 555 +/- 34 12,5 +/- 0,7 494 +- 27
Cit 58,7 +/- 0,8 509 +/- 24 71,3 +/- 6,6 453 +/- 1,9
Arg 224 +/- 3,8 86,5 +/- 3,8 21,3 +/- 1,2 794 +/- 3,6
Ala 33,3 +/- 4,1 29,5 +/- 3,2 31,9 +/- 38 250 +/- 14
Tyr 21 +/- 0,7 64,8 +/- 15 23 +/- 03 70,8 +/- 2,0
Val 94 +/- 1,6 470 +/- 3,3 91 +/- 0,7 38,9 +/- 20
Met 1,3 +/- 0,1 46,1 +/- 3,6 1,4 +/- 05 51,8 +/- 15
Trp 06 +/-~ 0,0 0,0 +/- 0,0 0,7 +/- 0,2 00 +/~ 0,0
Phe 23 +/- 0,6 0,0 +/- 0,0 23 +- 11 00 +/- 0,0
lle 40 +/- 0,3 474 +/- 43 3,7 +- 1,0 36,4 +/- 4,9
Orn 306 +- 29 78,1 +/- 53 39,2 +/- 3,2 73,0 +/- 28
Leu 46 +/- 0,2 559 +/- 8,1 54 +/- 0,7 53,8 +/- 0,8
Lys 17,8 +/- 3,1 889 +/- 53 206 +/- 0,1 851 +/- 1.8
Pro 6,3 +- 1,7 19,0 +/- 64 9,7 +/- 3,5 15,3 +/- 91

Gesamt 5732 +/- 189 50,9 +/- 3,0 6249 +/- 316 426 +/- 33
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Abbildung 18 Vergleich der Aminoséuregehalte des Saccharomyces cerevisiae Wildtyps W303-p, abhéngig von
der Wachstumstemperatur, gemessen in exponentiell wachsenden Kulturen (ODgo = 1,5-2,0) bei 15 °C und
30 °C mit RP-HPLC nach OPA-MPA/ FmocCl-Derivatisierung; Dreifachbestimmung (Fehler = s).
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Tabelle 9 Ergebnisse der Messung der Aminoséureverteilung verschiedener Deletionsmutanten.

Stammbezeichnung Wachstumsbedingungen | Phinotyp
23344c -CBS 5 % Ammonium- -70-80% aller Aminoséuren
Wildtyp sulfat + 4 h 10 mM vakuolar.

Arg/ Lys

-YNB 0,05 % Ammonium-

sulfat
JA 293 -CBS 5 % Ammonium- -Kein Phénotyp.
verl19cA yil088cA sulfat + 4 h 10 mM
yel064::KanMX Arg/ Lys

-YNB 0,05 % Ammonium-

sulfat
JA 295 -CBS 5 % Ammonium- -Kein Phénotyp.
Vil088cA yerl19cA sulfat +4 h 10 mM
yel064cA::KanMX Arg/ Lys

-YNB 0,05 % Ammonium-

sulfat
JA 296 -CBS 5 % Ammonium- -Kein Phénotyp.
ynll0IwA ykl146wA sulfat +4 h 10 mM

yir001wA::KanMX

Arg/ Lys

-YNB 0,05 % Ammonium-
sulfat

-Glutamin in der Vakuole bei
gleichem Gesamtgehalt etwa 30 %
erhoht.

JA 254 -CBS 5 % Ammonium- -20-30 % hoherer Gesamtarginin-
vil088cA yerl19cA sulfat + 4 h 10 mM gehalt auf ungepuffertem Medium.
Arg/ Lys
JA 224 -CBS 5 % Ammonium- -10-25 % hoherer Gesamtarginin-
vel064cA sulfat + 4 h 10 mM gehalt auf ungepuffertem Medium,
Arg/ Lys kein Phinotyp auf CBSS.
JA 226 -CBS 5 % Ammonium- -Kein Phénotyp.
yerl19cA sulfat + 4 h 10 mM
Arg/ Lys
JA 228 -CBS 5 % Ammonium- -Kein Phénotyp.
Yil088cA sulfat + 4 h 10 mM
Arg/ Lys
JA 230 -CBS 5 % Ammonium- -Kein Phénotyp.
yir00IwA sulfat + 4 h 10 mM
Arg/ Lys
WF 1 -CBSS -Kein Phénotyp (Polyamine und
yer023cA::lacZ Aminosiduren).
RK 15 -CBSS -Kein Phéanotyp
ygrl38cA::KanMX
JA 324 -CBSS -Kein Phénotyp
ynl065wA::KanMX
W303-p-126 -CBSKP, 15 °C -Kein Phénotyp

ymrl26cA::KanMX4
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Es konnte in keinem der untersuchten Deletionsstimme ein Unterschied der Metabolit-
verteilung zum Wildtyp gefunden werden. Daher sollten physiologische Bedingungen
definiert werden, unter denen ein verstirkter Transport von Aminoséduren iiber die vakuoldre

Membran stattfindet.

3.3 Dynamische Messungen der Aminoséureverteilung

Dynamische Studien mit der Wildtypzelllinie 23344c sollten nach Uberfiihren von
exponentiell wachsenden Zellen in Stickstoff-Hungermedium (downshiff) und zuriick auf
komplettes Medium (upshift) in vivo die Zeitspanne identifizieren, in der verstirkt
Aminoséduren liber den Tonoplasten transportiert werden. Weiteres Ziel war es, den Einfluf3
der Wachstumsstadien in Schiittelkultur auf Aminosduregehalt und —verteilung im
Wildtypstamm 23344c zu bestimmen (siehe auch Hans ef al. 2001). Dieser Stamm ist fiir
physiologische Studien des Stickstoffmetabolismus sehr gut geeignet, da er die per/-Mutation
(friiher amc”) nicht trigt, die unter anderem auch die im Saccharomyces-Genomprojekt
verwendeten Stdmme weniger sensitiv fiir Ammoniumrepression macht, genetisch aber nicht

charakterisiert ist (ter Schure et al. 2000).

3.3.1 Aminosaureverteilung und Wachstum

In Abbildung 19 A. ist eine Wachstumskurve auf CBSS-Medium, kombiniert mit der
Glucose- und Succinatkonzentration (um die metabolische Inertheit des Puffers zu
dokumentieren) im Medium dargestellt. In Abbildung 19 B. ist zur Wachstumskurve die
Konzentration der quantitativ wichtigsten Aminosduren im Kulturmedium abgebildet.
Auffillig ist das Auftreten deutlich erhdhter Aminosdurekonzentrationen im Medium im
Bereich des diauxischen shifts, dem Bereich der Wachstumskurve, in dem Glucose unter etwa
1-2 mM fillt und die Zellen auf respirativen Stoffwechsel umstellen. Zu erkennen ist dies am
Knick der Wachstumskurve. Schon ab einer Verminderung der anfianglichen
Glucosekonzentration um etwa 50 % unter glucoselimitierten Wachstumsbedingungen ist eine
Umstellung des Zentralstoffwechsels mit einer Akkumulation von Glykogen zu beobachten,
im Bereich des diauxischen shifts akkumuliert zusdtzlich Trehalose in der Zelle (Lillie und
Pringle 1980, Parrou et al. 1999). Weiterhin wurde gezeigt, dall im diauxischen Bereich des

Wachstums das vakuoldre Volumen zunimmt (Asami und Yonezawa 1995).
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Abbildung 19 Wachstum (A) von Saccharomyces cerevisiae 23344c auf CBSS-Medium. A. Glucose (0) und
Succinat (o) im Kulturiiberstand, B. Quantitativ wichtige Aminosduren im Kulturiiberstand (Ala (V), Gly (V),

Konzentration Glucose [g/l]

Spezifische Konzentration

1110
1100
190
180
170
160
1560
140
130
120
110

[umol/ g BTM]

Konzentration Succinat [mM]

Glu (e), Gln (0); Orn (O), Cit (m)) bestimmt durch RP-HPLC nach OPA-MPA/ FmocCl-Derivatisierung.

Um den EinfluB der Wachstumsphase auf interne Aminosdurekonzentrationen zu
untersuchen, wurden Zellen bei verschiedenen ODgg-Werten geerntet und selektiv mit

Nystatin permeabilisiert. Die Permeabilisate wurden mittels RP-HPLC analysiert. In

Tabelle 10 sind die Ergebnisse dieser Messungen zusammengefasst.
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Tabelle 10 Aminosiurepools in Abhéngigkeit von der Wachstumsphase, ermittelt durch selektive Nystatin-
Permeabilisierung und RP-HPLC nach OPA-MPA/ FmocCl-Derivatisierung. S.c. 23344c, CBSS-Medium.

Friihe exponentielle Phase

Exponentielle Phase

(ODggo = 0,8) (ODggo = 1,8)

Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 15,7 +/- 0,7 728 +/- 6,0 23,7 +/- 18 799 +- 7.2
Glu 83,3 +- 23 78,5 +/- 45 110,7 +/- 2,9 815 +/- 38
Asn 48 +/- 0,1 31,9 +- 17 82 +/- 06 488 +/- 41
Ser 144 +/- 04 440 +/- 3,0 206 +/- 1,1 60,4 +/- 6,2
GIn 194 +/- 1,0 348 +/- 25 31,5 +- 1,8 429 +/- 52
His 51 +/- 0,1 59,7 +/- 4,6 7,7 +/- 03 76,9 +/- 53
Gly 95 +/- 0,2 286 +/- 1,2 13,7 +/- 1,0 42,7 +/- 4,0
Thr 10,1 +/- 0,3 36,8 +/- 0,3 15,2 +/- 1,2 52,8 +/- 5,0
Cit 24 +/- 0,2 53,6 +/- 8,0 29 +/-~ 03 76,0 +/- 33
Ala 231 +- 11 19,9 +/- 17 41,5 +/- 31 422 +/- 56
Arg 133,1 +/- 3,9 78,1 +/- 3,9 70,0 +/- 16 86,5 +/- 27
Tyr 6,0 +- 0,2 67,9 +/- 3,7 84 +/- 04 80,3 +/- 5,0
Val 84 +/- 0,8 59,1 +/- 31 11,3 +/- 0,6 742 +/- 26
Met 2,7 +/- 01 712 +/- 40 3,8 +/- 01 94,3 +/- 3,3
Trp 2,0 +/- 0,1 73,1 +/- 6,7 24 +/- 0,1 875 +/- 2,2
Phe 39 +/- 0,2 614 +/- 55 50 +/~ 0,3 745 +/- 7,8
lle 54 +/- 0,3 60,8 +/- 3,3 70 +/-~ 05 735 +/- 6,9
Orn 135,7 +/- 3,3 83,1 +/- 1,3 172,7 +/- 6,8 85,5 +/- 24
Leu 84 +/- 0,7 69,7 +/- 2,3 11,3 +/- 09 81,2 +/- 4,0
Lys 256 +/- 1,6 859 +/- 1,3 458 +/- 17 89,3 +- 17
Pro 1,7 +/- 0,2 484 +/- 78 11,7 +/- 1,1 84,0 +/- 15
Gesamt 520,7 +/- 14,3 68,4 +/- 11 6249 +/- 26,8 770 +/- 49

Diauxischer shift Stationare Phase
(ODGOO = 6’5) (ODeoo = 13,4)

Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 251 +/- 23 936 +- 19 8,8 +/- 3,2 834 +/- 21
Glu 2025 +- 114 96,5 +/- 12 425 +/- 3,4 94,7 +/- 17
Asn 18,1 +/- 2,0 85,7 +/- 44 74 +/- 0,7 758 +/- 9.3
Ser 257 +/- 3,0 79,1 +/- 3,2 13,4 +/- 59 70,8 +/- 6,0
Gin 149,2 +/- 9,7 919 +/- 3,6 242  +/- 2,7 81,3 +/- 6,5
His 20,1 +/- 18 93,7 +/- 24 8,8 +/- 0,5 889 +/- 1,0
Gly 20,6 +/- 28 742 +/- 4.8 9,6 +/- 4,6 709 +/- 46
Thr 19,3 +/- 2,2 83,8 +/- 35 6,1 +/- 1,2 747 +/- 35
Cit 1,7 +/- 01 83,4 +/- 47 9,9 +/- 152 88,9 +/- 1,2
Ala 38,9 +/- 43 69,1 +/- 7,6 15,2  +/- 7,7 98,2 +/- 1,0
Arg 182,1 +/- 16,2 944 +/- 26 166,8 +/- 3,3 736 +/- 57
Tyr 10,1 +/- 1,3 90,6 +/- 1,8 53 +/- 0,5 86,6 +/- 2,3
Val 19,6 +/- 2,6 90,4 +/- 22 6,7 +/- 1,2 83,4 +/- 42
Met 39 +/- 05 76,8 +/- 1,9 1,7  +/- 0,2 742 +/- 38
Trp 2,1 +/- 02 84,5 +/- 3,3 1,1 +/- 0,1 69,3 +/- 55
Phe 6,7 +- 1,0 81,7 +/- 17 3,3 +/- 0,6 758 +/- 4,1
lle 15,5 +/- 1,9 87,2 +/- 2,2 4.8 +/- 0,7 786 +/- 44
Orn 109,2 +/- 34 91,1 +- 19 9,2 +/- 1,9 744 +/- 13,4
Leu 16,1 +/- 2,3 87,3 +/- 21 55 +/- 1,1 815 +/- 26
Lys 874 +/- 74 93,8 +/- 20 17,5 +/- 0,7 91,5 +/- 4,5
Pro 13,8 +/- 1,3 70,0 +- 19 2,3 +/- 1,4 93 +- 17
Gesamt 9876 +/- 70,8 90,9 +/- 25 370 +/- 39,9 879 +/- 20
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Es wurde eine starke Abhédngigkeit des Aminosduregehalts von der Wachstumsphase
gefunden. Der Gesamtgehalt stieg ab der frithen exponentiellen Phase an und zeigte im
Bereich des diauxischen shifts ein Maximum. Die Gesamtaminosdurekonzentration war in
dieser Wachstumsphase etwa 50 % hoher als in Zellen der frithen bis mittleren exponentiellen
Phase, wobei alle Aminosduren deutlich hoher konzentriert waren. Interessant ist die
Verschiebung des Arginin-Ornithin-Verhéltnisses in Richtung Ornithin von der frithen zur
mittleren exponentiellen Wachstumsphase, wobei die Summe der Konzentrationen dieser
beiden Hauptspeicheraminosiduren nahezu konstant blieb. Dieses Verhiltnis kehrte sich im
diauxischen Bereich des Wachstums wieder um, in der stationdren Phase war nur noch sehr
wenig Ornithin meBbar. Ahnlich verhielt sich das Verhiltnis von Asparagin zu Aspartat und
Glutamin zu Glutamat: In der exponentiellen Wachstumsphase liberwogen die freien Séuren,
ab der diauxischen Phase war ein deutlich groBerer Anteil der Sdureamide vorhanden. Das
Gesamtstickstoffaquivalent in Aminoséduren war wihrend des exponentiellen Wachstums
konstant und nahm wihrend des diauxischen shifts um etwa 70 % zu. In stationdren Kulturen
war ein grofler Teil der Aminosédurereserven abgebaut, vor allem metabolisch zentrale Spezies
wie Alanin und Glutaminsdure waren 2-3-fach reduziert. Als vakuolérer Speicher blieb in der
stationdren Phase vor allem eine hohe Argininkonzentration erhalten, Lysin war etwa 3-fach
geringer konzentriert als in der exponentiellen Phase. Der Gesamtstickstoffgehalt war im
Vergleich zur exponentiellen Phase um etwa 15 % verringert.

Der sehr hohe Ornithingehalt der Zellen wurde nur in Natriumsuccinat gepuffertem Medium
beobachtet und spezifisch durch die Erh6hung der Natriumkonzentration bewirkt (siche auch
3.5). Dieser Effekt war in ungepufferten Kulturen nicht zu beobachten (siche 3.1). In
Abbildung 20 ist anhand eines Vergleichs dreier unterschiedlich gepufferter
Wachstumsmedien der spezifische Effekt des Natriums gezeigt. Eine metabolische
Verwertung des Succinats konnte durch Messung dessen Konzentration im Medium mit RP-
Ionenpaar-HPLC ausgeschlossen werden (Abbildung 19 A.). Der Natriumeffekt wurde im
K26-Wildtypstamm (CEN.PK-113) nicht gemessen. Dieser Stamm hatte einen etwa 30 %
geringeren Gesamtaminosduregehalt als Saccharomyces cerevisiae 23344c, was dem

Aminoséuregehalt des Wildtyps 23344¢ auf ungepuffertem Medium entsprach.
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Abbildung 20 Abhéngigkeit des zelluliren Aminosduregehalts vom Puffer beim Wildtypstamm 23344c,
bestimmt durch RP-HPLC. Exponentiell wachsende Kulturen (ODgo = 1,5-2) des Wildtyps 23344c Natrium-
Kaliumphtalatpuffer enthielt, wie Natriumsuccinat-gepuffertes Medium etwa 0,3 M Na'.

Glutamat und Aspartat wurden, wie schon in 3.1 beschrieben, im Gegensatz zu bisher
verdffentlichten Daten (Messenguy 1980, Kitamoto et al. 1988) zu etwa 70-80 % in der
Vakuole bestimmt. Beim Glutamat wurde neben dem metabolischen Abbau auch keine
Sattigungskinetik der Freisetzung beobachtet, so dal die hier bestimmten Verteilungen
unsicher sind (siehe 3.1.2, 3.5). Auch fiir die Sdureamide Asparagin und Glutamin konnten
die publizierten Daten nicht reproduziert werden, denen zufolge diese hauptsichlich vakuolér
lokalisiert sind.

Wihrend des Anstiegs der internen Aminosiurekonzentration im Bereich des diauxischen
shifts war eine vermehrte Speicherung in der Vakuole zu erkennen. Der cytosolische Gehalt
aller Aminosiduren war wihrend des exponentiellen Wachstums konstant, der cytosolische
Arginingehalt war in der frithen exponentiellen Phase erhoht. Ab dem diauxischen shift trat
eine Verschiebung aller Aminosduren in die Vakuole auf, was zu einer Zunahme des
vakuoldren Volumens (Asami und Yonezawa 1995) fithren konnte. Der cytosolische
Aminosduregehalt nahm in dieser Wachstumsphase um etwa 40 % ab. In der stationiren
Phase war dieser Effekt noch stirker ausgeprigt, nur etwa 30 % des cytoplasmatischen
Gehalts exponentiell wachsender Zellen wurden bestimmt. Allerdings ist durch die
Unsicherheit bei der Bestimmung der Aspartat- und Glutamatverteilung in der stationdren

Phase (siche Abbildung 13) die Berechnung der cytosolischen Gesamtgehalte relativ ungenau.
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3.3.2 Shift-Experimente

Um die in vivo-Dynamik der Aminosdurekompartimentierung zu untersuchen, wurden
exponentiell wachsende Kulturen bei einer ODggpp von 1,0 bis 1,5 auf Hungermedium ohne
Stickstoffquelle oder mit 10 mM L-Prolin als einzige Stickstoffquelle tiberfiihrt. Es wurden in
definierten Zeitabstdnden Proben genommen und die Aminosdureverteilung durch selektive
Nystatinpermeabilisierung und RP-HPLC bestimmt. Prolin ist fiir Saccharomyces cerevisiae
eine schlecht verwertbare Stickstoffquelle, die zu einer deutlichen Erniedrigung der
Teilungsrate fiihrt (Cooper 1982). Deshalb wurde fiir beide downshifi-Experimente eine
Mobilisierung der intrazelluldren Speicher erwartet. In Tabelle 11 ist zundchst der Effekt nach
Adaptation (acht Stunden) an die Mangelbedingungen dokumentiert. Dabei ist zu beachten,
dass auf Medium ohne Stickstoffquelle keine Zunahme der Biotrockenmasse und keine

Teilungsaktivitdt mehr erkennbar war (siehe auch Cooper 1982).

Tabelle 11 Aminosédureverteilung nach acht Stunden Wachstum auf 10 mM L-Prolin bzw. ohne
Stickstoffquelle. S. cerevisiae 23344c, CBSS-Medium.

10 mM L-Prolin ohne Stickstoff
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration
[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]

Asp 14,6 +/- 05 89,0 +/- 24 12,9 +/- 0,1 90,9 +/-~ 0,9
Glu 106,8 +/- 5,5 949 +/- 0,7 73,5 +/- 05 97,5 +/- 0,5
Asn 6,2 +- 04 712 +/- 1,6 53 +/-~ 03 90,0 +/- 1,3
Ser 11,5 +/- 1,0 67,1 +/- 1,8 15,1 +/- 0,8 81,9 +/- 15
GIn 175 +/- 12 64,9 +/- 12 6,7 +/- 0,3 90,3 +/- 1,2
His 55 +/- 0,2 86,5 +/- 0,5 46 +/- 0,0 88,6 +/- 0,7
Gly 10,3 +/- 0,7 54,3 +/- 3,1 13,5 +/- 0,5 79,8 +- 1,1
Thr 76 +/- 06 717 +/- 15 6,5 +/-~ 0,2 86,0 +/- 14
Cit 0,8 +/- 0,1 76,7 +/- 50 09 +/~ 0,0 746 +/- 4,8
Ala 154 +/- 29 70,0 +/- 52 96 +/ 0,6 828 +/- 1,5
Arg 41,3 +/- 17 98,1 +/- 0,2 228 +/- 0,3 98,2 +/- 0,6
Tyr 82 +/- 0,3 926 +/- 13 58 +/- 0,1 939 +/- 04
Val 55 +/- 05 784 +/- 1,0 57 +/- 0,2 90,8 +/- 1,8
Met 1,3 +/- 0,1 854 +/- 28 1,8 +/- 01 86,6 +/- 8,0
Trp 1,4 +/- 0,1 89,6 +/- 27 1,2 +/- 0,0 895 +/- 4,6
Phe 35 +- 03 84,2 +/- 1,8 39 +/-~ 03 90,0 +/-~ 2,3
lle 41 +/- 05 83,8 +/- 21 44 +/- 0,2 89,6 +/-~ 19
Orn 182,7 +/- 12,5 96,5 +/-~ 0,3 61,9 +/-~ 0,5 96,2 +/- 11
Leu 8,8 +/- 0,8 88,9 +/- 15 74 +/- 0,3 89,1 +/- 24
Lys 58,6 +/- 2,0 958 +/- 0,9 674 +/- 14 989 +/- 05
Pro 62,2 +/- 18,8 81,9 +/- 10,5 41 +/- 0,0 80,0 +/- 34
Gesamt 5739 +/- 12,0 89,3 +/- 1,0 336,8 +/- 2,1 93,8 +/- 0,9

Nach acht Stunden Wachstum auf 10 mM L-Prolin war keine drastische Verdnderung des
Aminosduregehalts der Zellen im Vergleich zu exponentiell auf Ammonium wachsenden

Kulturen festzustellen, lediglich der zelluldre Prolingehalt stieg etwa 10-fach an, Arginin war
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deutlich verringert und die Ornithinkonzentration erhoht. Der Gesamtstickstoffgehalt,
berechnet aus den N-Aquivalenten aller Aminoséuren, blieb konstant. Allerdings wurde eine
2 bis 3-fache Abnahme des cytoplasmatischen Anteils aller Aminosduren beobachtet.
Dagegen war nach acht Stunden ohne Stickstoffquelle ein Riickgang des
Gesamtaminosduregehalts auf etwa 65 % der Ausgangskonzentration und ein Riickgang des
Gesamtstickstoffs in Aminosduren um 60 % zu beobachten. Die vakuoldren Arginin- und
Ornithinreserven sowie Glutamin und Alanin waren am deutlichsten verringert. Uberraschend
ist, daf3 der zelluldre Glycin- und Glutaminséuregehalt nahezu konstant blieben, Lysin sogar
um etwa 50 % hoher konzentriert war. Alle weiteren Aminoséduren waren geringfligig
erniedrigt. Gleichzeitig wurde eine starke Verschiebung aller Aminosduren in die Vakuole
festgestellt (Abbildung 21). Damit konnte deutlich der physiologische Effekt einer schlecht zu
metabolisierenden Stickstoffquelle (L-Prolin) von der eines echten Mangelzustands
unterschieden werden.

Die dynamische Messung der Aminosdureverteilung zeigte innerhalb der ersten beiden
Stunden nach dem Uberfilhren der Kulturen auf Medium mit 10 mM Prolin als
Stickstoffquelle eine Verarmung des cytosolischen Aminosdureanteils von etwa 35 % auf
17 % und eine generelle Verlagerung in die Vakuole (Abbildung 21). Diese Tendenz setzte
sich fort, bis etwa 10 bis 12 Stunden nach dem Austausch der Stickstoffquelle noch etwa
10 % aller Aminosduren ohne deutliche Spezifitit im Cytoplasma vorhanden waren. Die
cytosolische Glutaminkonzentration In Abbildung 22 sind die Gesamtgehalte wichtiger
Aminosduren zeitabhingig dargestellt. Die kompletten Daten dieser Experimente sind im

Anhang (6.3) wiedergegeben.
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Abbildung 21 Vakuoldre (e) und cytosolische (A) Gesamtaminosduren, sowie cytosolischer Anteil (0) nach
downshift A. auf CBSS-Medium mit 10 mM L-Prolin als einziger Stickstoffquelle, B. CBSS-Medium ohne
Stickstoffquelle. Beide Experimente wurden mit anschlieBendem wupshift auf Standard-CBSS-Medium
durchgefiihrt. Bestimmung durch RP-HPLC nach OPA-MPA/FmocCl-Derivatisierung. Saccharomyces
cerevisiae 23344c, Dreifachbestimmung (Fehler = s).
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Abbildung 22 Spezifische zelluldre Konzentration von Orn (O), Glu (@), Gln (O) Pro (V¥), Arg (A), Lys (®) und Ala (V) nach
downshift auf A./ B. 10 mM L-Prolin, sowie C./ D. Medium ohne Stickstoffquelle mit nachfolgendem upshift der gehungerten Kulturen
auf Standard-CBSS-Medium mit 0,5 % Ammoniumsulfat. Bestimmung durch RP-HPLC nach OPA-MPA/ FmocCl-Derivatisierung.
Saccharomyces cerevisiae 23344c, Dreifachbestimmung (Fehler = s).
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Nach Uberfithren der Kulturen auf Medium mit L-Prolin als Stickstoffquelle stieg der
zelluldre Prolingehalt innerhalb einer Stunde 20-30-fach und schwankte danach stark
(Abbildung 22 A). Dabei war ein deutliches Anzeichen fiir den aktiven Metabolismus dieser
Stickstoffquelle, daB3 der iiberwiegende Teil im cytoplasmatischen Extrakt zu finden war
(siehe 6.3.1). Die Hauptspeicheraminosduren Arginin und Ornithin wurden aus der Vakuole
mit einer Verzdgerung von etwa 30 min bzw. sofort nach dem Uberfiihren mobilisiert. Der
Ornithingehalt blieb nach etwa zwei Stunden Mobilisierung konstant und stieg nach vier
Stunden Wachstum auf Prolin wieder an. Arginin wurde iiber 6-7 Stunden auf 40 % der
Ausgangskonzentration abgebaut und blieb dann anndhernd konstant. Die Konzentration der
wichtigsten Aminosduren im metabolisch aktiven cytosolischen Kompartiment, Glutamin und
Alanin, wurden innerhalb von 30 min drastisch verringert und ihre Konzentration pegelte sich
nach etwa 2-3 Stunden auf einem etwa zweifach geringeren Niveau ein. Gleichzeitig stiegen
der zelluldre Glutamat- und Lysingehalt deutlich an. Die Umstellung des Aminosdure-
stoffwechsels dauerte etwa 4 Stunden, danach war nur noch ein Anstieg des Ornithingehalts
bei einer Mobilisierung von Arginin zu beobachten; alle anderen Aminoséduren blieben bei
einer neuen homoostatischen Konzentration nahezu konstant, der Prolingehalt schwankte
stark.

Im Vergleich dazu wurden bei Stickstoffhunger (Abbildung 22 C./ D.) nach etwa 30 min
Verzogerung Ornithin und Arginin innerhalb von zwei Stunden auf etwa 65 % ihrer
Ausgangskonzentration verringert. Danach verlangsamte sich die Mobilisierung, bis nach acht
Stunden noch etwa 35-40% dieser Speicheraminosduren {ibrig waren. Das
Stickstoffaquivalent aller Aminosduren fiel in dieser Zeit auf etwa 40 % des Ausgangswertes.
Analog zur Umstellung beim shift auf Prolin fielen die Alanin- und Glutaminkonzentration
sehr schnell ab, Lysin stieg 50 % an. Glutamin war {iber die gesamte Hungerperiode 5-fach
erniedrigt. Innerhalb der etwa dreistiindigen Umstellungsphase war auch die Glutamat- und
Aspartatkonzentration voriibergehend erniedrigt. Prolin, Citrullin und Threonin wurden
ebenfalls deutlich verringert, waren aber nur in relativ geringer Konzentration vorhanden.
Alle anderen Aminosduren waren nur geringfiigig erniedrigt, was auf einen konstanten
Umsatz schliefen 148t (6.3.2).

Ein Uberfiihren gehungerter Zellen auf frisches Medium mit Ammoniumsulfat fiihrte nach
beiden downshift-Experimenten zur gleichen Reaktion. Sofort nach Ammoniumgabe stiegen
der Glutamin-, Alanin- und Ornithinpool stark an, Lysin hingegen wurde bis auf das
urspriingliche Niveau erniedrigt. Arginin stieg zunédchst langsam, nach einer einstiindigen

Verzogerung stark an. Wihrend der {iberschieBenden Assimilation erreichte der
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Gesamtstickstoffgehalt in Aminosduren einen Wert, der etwa 25 % iiber dem Kontrollniveau
lag, das etwa sechs Stunden nach dem Uberimpfen wieder erreicht wurde. Auch der
cytosolische Aminosdureanteil erreichte nach sechs Stunden wieder seine homdostatische
Konzentration (Abbildung 21 B.). Beim upshift der auf Prolin gewachsenen Kulturen wurde
dieser Effekt von dem Eintritt in die diauxische Phase {iberlagert, da bei diesem Experiment
die Ausgangszelldichte deutlich héher war (ODgg=3,4 beim Uberimpfen). Daher stieg der

cytoplasmatische Aminosédureanteil nur voriibergehend an (Abbildung 21 A).

3.3.3 Dynamische Messungen der Deletionsmutante ME 020

Der in diesem Stamm deletierte ORF YMRO088c ist homolog zu entgiftenden Protonen-
Antiportern-dhnlichen putativen MFS-Proteinen (Paulsen ef al. 1998). Das Genprodukt wurde
durch GFP-Markierung in der vakuoldren Membran lokalisiert, die Stabilitdt war nicht durch
Ammonium beeinfluflit. Die Deletionsmutante zeigte eine erhohte Empfindlichkeit gegen
Canavanin (0,1 pg/ ml). In Stimmen, die mit plasmidcodierten Reportergenkonstrukten
(pCARI-LacZ oder pHoxI-LacZ) transformiert waren, wurde eine geringfligig schwichere
Induktion des Reportergens durch Harnstoff im Deletionsstamm gefunden. Dagegen war in
GFP- bzw. 3xHA-Fusionsstimmen des ORFs YMR08S8c eine starke Induktion durch Harnstoff
innerhalb von 90-120 Minuten meBbar. Wurden Zellen, die auf Ammonium als
Stickstoffquelle gewachsen waren, auf Harnstoff iiberfiihrt und ['*C]-markierte Aminosduren
(0,1 mM) zugesetzt, war eine deutlich stirkere Akkumulation von Radioaktivitit aus ['*C]-L-
Arginin, ['*C]-L-Ornithin und eine geringfiigig stirkere Akkumulation aus ['*C]-L-Glutamin
in der Deletionsmutante meBbar (B. André, personliche Mitteilungen). Es wurde vermutet,
daBl das Gen fir einen vakuoliren Aminosdureexporter codiert. Deshalb wurde eine
dynamische Bestimmung der Aminosiureverteilung in der Deletionsmutante nach Uberfiihren
von Kulturen aus CBSKP-Medium mit 20 mM Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle auf
Medium mit 5 mM Harnstoff als Stickstoffquelle iiber 5 Stunden durchgefiihrt. In
Abbildung 23 sind die Gesamtkonzentrationen wichtiger Aminoséuren nach Uberfiihren auf
Harnstoft dargestellt. In 6.3.3 sind alle Gesamtpools zweier unabhingiger dreifachbestimmter

Experimente wiedergegeben.
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Abbildung 23 Vakuolédrer Gehalt von Glu (e), Gln (o), Gly (V¥), Lys (V), Ala (A), Arg (#®) und Orn (I0) im Saccharomyces cerevisiae-
Wildtypstamm 23344c (A./ B.) im Vergleich zur Deletionsmutante ME 020 (C./ D.) nach Uberfiihren der Kulturen aus CBSKP-Medium mit
20 mM Ammonium in frisches Medium mit 5 mM Harnstoff (t=0, OD4=1,2) als Stickstoffquelle. Bestimmung durch RP-HPLC nach OPA-
MPA/ FmocCl-Derivatisierung. Dreifachbestimmung (Fehler = s).
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Nach Uberfiihren der Kulturen auf CBSKP-Medium mit Harnstoff wurden etwa 20 % des
vakuoldren Arginins in 2-3 Stunden mobilisiert, die cytosolische Konzentration blieb nahezu
konstant. Der vakuoldre Ornithingehalt nahm sogar leicht zu. Glutamin nahm innerhalb der
ersten Stunde stark ab und war nach vier Stunden leicht erhoht (siehe 6.3.3), der vakuolédre
Anteil war ab drei Stunden nach dem Uberfilhren deutlich erhoht. Alle
Aminosdurekonzentrationen waren voriibergehend erniedrigt, pendelten sich aber nach drei
Stunden beim urspriinglichen Wert ein. Der Verlauf ist in fiir die vakuoldren Anteile von
Glutamat, Alanin und Glycin deutlich zu erkennen. Gleichzeitig war Lysin voriibergehend
erhoht. Dieser zeitliche Verlauf #hnelt der Stoffwechselumstellung bei Uberfiihren der
Kulturen von Ammonium auf Prolin als Stickstoffquelle. Innerhalb von etwa drei Stunden
stellte sich beim Uberfiihren auf Harnstoff ein neues Gleichgewicht in der Zelle ein. Auf
Prolin waren die beobachteten Mobilisierungseffekte stirker ausgeprigt, am
Gesamtaminosduregehalt &nderte sich weniger, da groBe Mengen Prolin in die Zelle
aufgenommen wurden (siehe3.3.2).

Zwischen der Deletionsmutante und dem Wildtyp wurde kein signifikanter Unterschied in

zwel unabhédngigen Experimenten gefunden.

3.4 Abschétzung der mitochondrialen Aminosaurekonzentration

Da die hier beschriebene Methode zur selektiven Extraktion cytosolischer Metabolite auf
einer Komplexbildung des Nystatins mit der ergosterolreichen Plasmamembran beruht, sollte
ein Vergleich mit der Kupferchloridmethode nach Ohsumi et al. (1988) eine Abschitzung
mitochondrialer Metabolitkonzentrationen ermdglichen. In Neurospora crassa konnte gezeigt
werden, dass Kupfer die innere mitochondriale Membran permeabilisiert (Keenan und Weiss
1997). Die innere mitochondriale Membran weist aber einen geringen Ergosterolanteil auf
(Zinser et al. 1991). Dazu wurde ein Vergleich mit der von Dubois und Wiame (1978)
beschriebenen Polybasenextraktion durchgefiihrt, da wichtige Referenzdaten fiir den
Hefestamm X1278b mit dieser Methode bestimmt wurden (Messenguy 1980).

Da bei den bisher beschriebenen Experimenten teilweise relativ hohe Konzentrationen
basischer Aminosduren im cytosolischen Anteil bestimmt wurden, wurde dem
Permeabilisierungspuffer 0,6 M Sorbit zur osmotischen Stabilisierung der Vakuolen
zugesetzt. Wegen der schlechten Reproduzierbarkeit der Bestimmung der sauren
Aminosduren wurden nur frische Nystatinstammldsungen verwendet, die nicht ldnger als 4

Wochen bei -20 °C gelagert wurden.
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Abbildung 24 zeigt einen Vergleich der Nystatin- und Kupfermethode. Beide Methoden
lieferten vergleichbare Ergebnisse, allerdings war bei der Nystatinpermeabilisierung ohne
osmotische Stabilisierung eine 2 bis 3-fach erhdhte cytosolische Konzentration der basischen
Aminosduren Arginin, Lysin und Ornithin zu beobachten, was auf ein geringfligiges
Austreten der vakuoldren Aminosduren hindeutet. Damit waren die bestimmten cytosolischen
Gehalte dieser Metabolite etwa deutlich zu hoch. Bei osmotischer Stabilisierung waren die
bestimmten cytosolischen Gehalte mit Kupfer und Nystatin nur geringfiigig verschieden.
Allerdings fiel ein deutlich geringerer Anteil von Aspartat und Glutamat im cytosolischen
Extrakt bei Extraktion mit Nystatin auf. Daneben wurden Asparagin, Serin und Glycin mit
Nystatin effektiver extrahiert. Mit der Cytochrom c-induzierten Permeabilisierungsmethode
wurden keine befriedigenden Ergebnisse erhalten, die direkt bestimmten cytosolischen
Konzentrationen waren sehr gering, die basischen Aminoséuren waren im Vergleich zum
Nystatin im vakuoldren Anteil erniedrigt. Etwa 50-60 % der sauren Aminosduren Glutamat

und Aspartat wurden mit dieser Methode in der Vakuole detektiert.
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Abbildung 24 Vergleich der selektiven Extraktion cytosolischer Aminosiduren mit Nystatin (+/- 0,6 M Sorbit)
und der Kupferchloridmethode nach Ohsumi er al. (1988). Bestimmung durch RP-HPLC nach OPA-
MPA/ FmocCl-Derivatisierung. Saccharomyces cerevisiae 23344c auf CBSS-Medium bei ODgg = 1,8;
Dreifachbestimmung (Fehler = s).

Da die Selektivitdt fiir einzelne Aminosduren bei Verwendung von Nystatin im Vergleich
zum Kupfer geringfligig verschoben war, ist eine Abschidtzung mitochondrialer Gehalte nur

schwer moglich. Berechnet man fiir Aspartat und Glutamat die Differenz beider Methoden
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(Kupferchlorid - Nystatin osmotisch stabilisiert), so ergibt sich ein moglicher mitochondrialer
Gehalt von etwa 5 umol/ g BTM fiir Aspartat und 37 umol/ g BTM fiir Glutamat. Da das
mitochondriale Gesamtvolumen etwa 6-7,5 % des zelluldren Volumens einnimmt (Visser et
al. 1995), ergdben sich sehr hohe mitochondriale Konzentrationen von etwa

30 mM (Aspartat) bzw. 250 mM (Glutamat) fiir die sauren Aminosauren.

3.5 Bestimmung kompatibler Solute

Eine weitere Anwendung der beschriebenen Nystatinpermeabilisierung war die Messung der
subzelluldren Verteilung von Aminosduren und der kompatiblen Solute Glycerol und
Trehalose unter verschiedenen StreBbedingungen. Glycerol wird in Saccharomyces cerevisiae
als wichtigstes kompatibles Solut unter hyperosmolaren Bedingungen synthetisiert (Reed et
al. 1987), um die intrazellulire Wasseraktivitit zu erniedrigen und einen Verlust des
Zellturgors zu verhindern. Fiir Glycerol wird angenommen, dal es frei iiber interne
Membranen diffundiert (Coury et al. 1999). Fiir das vakuoldre Lumen, das etwa 25 % des
Gesamtzellvolumens einnimmt, mull eine Regulation der Wasseraktivitét stattfinden, da eine
Erniedrigung dieser im Cytoplasma sonst zu einem Schrumpfen der Vakuole durch
Wasserausstrom fithren wiirde. Da angenommen wird, dafl basische Aminosduren im
vakuoldren Lumen an Polyphosphat gebunden und damit osmotisch inaktiv vorliegen (Diirr et
al. 1979, Booth und Guidotti 1997), wire auch eine Freisetzung dieser Metabolite
regulatorisch und energetisch sinnvoll. Hinweise auf eine Funktion der Vakuole bei der
Osmoregulation wurden bisher nur indirekt gefunden (Latterich und Watson 1991, Nass und
Rao 1999). Allerdings kann mittels selektiver Extraktion nur eine Aussage iiber die
Glycerolverteilung getroffen werden, wenn eine gehinderte Diffusion liber den Tonoplasten
vorliegt.

Trehalose wird als generelle StreBantwort, vor allem aber bei Trocken-, Hitze- und
oxidativem Strel3 sowie bei durch Glucose limitiertem Wachstum synthetisiert (Krallish et al.
1997, Parrou et al. 1999, Argiielles 2000) und besitzt stark kosmotrope Eigenschaften
(Hottiger et al. 1994, Sola-Penna und Meyer-Fernandes. 1998, Simola et al. 2000). Neben der
cytosolischen Trehalase, die fiir den StreBmetabolismus essentiell ist, wurde eine saure
Trehalase in Hefevakuolen beschrieben und charakterisiert (Londesborough und Varimo
1984, Mittenbiihler und Holzer 1988, Destruelle et al. 1995). Keller et al. (1982) beschrieben
eine Trehaloseakkumulation in cytosolischen Fraktionen und eine Trehalaseaktivitdt im
vakuoldren Anteil nach Fraktionierung von Protoplasten durch Dichtegradienten-

zentrifugation.
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Es sollte die Kompartimentierung der Aminosduren und der Stressmetabolite unter
hyperosmolaren Bedingungen und nach Hitzeschock bestimmt werden. Weiterhin stand eine
trehalasefreie Mutante (M. Albertsen) zur Verfligung, mit der ein EinfluB des
Trehalosekatabolismus auf die StreBresistenz und die Kompartimentierung bestimmt werden
sollte (Nwaka et al. 1995, Nwaka et al. 1996, Shima et al. 1999, Blomberg 2000). Durch
Messung der Trehaloseverteilung in dieser Mutante konnte ein Abbau dieses Metaboliten

wihrend der selektiven Extraktion ausgeschlossen werden.

3.5.1 Wachstum der trehalasefreien Mutante

Der trehalasefreie Stamm RK 32 zeigte erst ab dem diauxischen shift einen Unterschied zum
Wildtyp. Das diauxische Wachstum war verlangsamt und es wurde in der stationdren Phase
eine etwa zwei ODggo-Einheiten geringere Zelldichte als beim Wildtypstamm erreicht. Auch
bei Wachstum auf 0,6 M NaCl wurde dieser Phinotyp beobachtet. Wahrend Hitzestre3 (zwei
Stunden bei 39 °C) wurde keine erhdhte Sterberate der Zellen im Vergleich zum Wildtyp
gefunden.

3.5.2 SalzstreR3

Es wurde durch Titrationsexperimente wie in 3.1.1 beschrieben die Selektivitit der Extraktion
durch Bestimmung der Aminosduren im Permeabilisat in Abhidngigkeit von der Nystatindosis
bestimmt. Parallel dazu wurde in allen Extrakten Glycerol und Trehalose mittels GC der
TMS-Derivate quantifiziert. Alle Experimente wurden, um Puffereffekte auszuschlieBen, mit
Kulturen in CBSKP-Medium durchgefiihrt (sieche auch Abbildung 20). Exponentiell
wachsende Ubernachtkulturen wurden auf eine Endkonzentration von 0,9 M NaCl eingestellt

und nach weiteren vier Stunden Wachstum selektiv permeabilisiert.
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Abbildung 25 Permeabilisierungseffizienz fiir A. Glu, Gln und Ala, sowie B. Arg, Orn und Lys in Abhéngigkeit
von der Nystatindosis, bestimmt durch RP-HPLC nach OPA-MPA/ FmocCl-Derivatisierung. Saccharomyces
cerevisiae 23344c auf CBSKP-Medium. Kulturen wurden bei ODg=1,2 auf 0,9 M NaCl eingestellt und nach
4 h permeabilisiert. Dreifachbestimmung (Fehler = s).

In Abbildung 25 ist anhand der Aminosiurefreisetzung gezeigt, daBl Zellen unter
hyperosmolaren Bedingungen sensitiver gegen Nystatin waren als unter Kontrollbedingungen
(sicheAbbildung 8). Schon bei 10 ng Nystatin/ g BTM waren cytosolische Aminosduren
quantitativ extrahiert. Anhand der Titrationskurve der basischen Aminosduren ist zu
erkennen, dal die Extraktion bei dieser Nystatindosis selektiv war. Bis etwa
30 ng Nystatin/ g BTM blieb die Konzentration der vakuoldren Leitmetabolite in den

Extrakten fast konstant und stieg erst bei hoheren Dosen deutlich an. Fiir die trehalasefreie
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Mutante (RK 32) wurde ein analoger Verlauf beobachtet. In Tabelle 12 sind die
Gesamtaminosduregehalte und deren subzellulire Verteilung (selektive Nystatindosis
20 ng/ g BTM) angegeben. Der Aminoséuregehalt der Zellen war relativ hoch, vor allem die
basischen Aminosduren Glutamin, Ornithin, Lysin, Citrullin und Histidin waren im Vergleich
zu Kontrollbedingungen deutlich erhoht, Alanin war erniedrigt. In der trehalasefreien Mutante
war Ornithin 2-fach, Citrullin 2,5-fach und Glutamin 3-fach niedriger konzentriert als im
Wildtyp. Insgesamt waren etwa 50 % der Aminoséduren cytosolisch lokalisiert, wobei auch ein
relativ hoher Anteil basischer Aminosduren im Cytoplasma zu finden war. Die Zellen
reagierten neben einer Synthese von Glycerol auch durch Anreicherung der
Speicheraminosduren im Cytosol, um eine Erniedrigung der Wasseraktivitdt im Cytoplasma
zu erreichen und den osmotischen Gradienten iiber die Membranen auszugleichen. Die
Erhohung des zelluldren Ornithingehalts bei erhdhter Natriumkonzentration wurde schon bei
Pufferung des Mediums mit Natriumsuccinat als adaptiver Effekt beobachtet (siehe3.3).
Glycerol wurde schon bei 10 ng Nystatin/ g BTM quantitativ (etwa 600 umol/ g BTM) im
Permeabilisat gefunden. Da die vakuolire Membran fiir Glycerol wahrscheinlich frei
permeabel ist (Coury et al. 1999), kann iiber die Verteilung zwischen Vakuole und
Cytoplasma keine Aussage getroffen werden. Eine Transportmessung radioaktiv markierten
Glycerols in vakuoldre Vesikel zeigte keine ATP-abhingige Akkumulation des kompatiblen
Soluts in der Vakuole (I. Bellahn, personliche Mitteilung).

Eine Trehaloseakkumulation war unter diesen Bedingungen nicht mef3bar.
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Tabelle 12 Aminosduregehalt und -kompartimentierung im Wildtyp 23344c und der trehalasefreien Mutante
RK 32 nach vier Stunden Wachstum auf 0,9 M NaCl, ODgy=2,5-3,0. Bestimmung durch RP-HPLC nach OPA-
MPA/ FmocCl-Derivatisierung

Stamm 23344c RK 32
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 251 *- 13 424 +*- 16 16,8 +/- 0,7 55,1 +/- 6,4
Glu 131,2 +- 95 49,7 +- 31 1488 +/- 33 59,1 +/- 40
Asn 6,9 *- 13 232 +/- 164 76 *- 06 472 +- 0,8
Ser 21,1 +- 20 185 +/- 96 184 +- 24 329 +- 07
Gin 100,8 +- 1.1 245 +- 34 32,3 +- 10,3 -340 +- 232
His 1,5 +- 11 586 +- 50 95 +- 0,6 64,6 +- 7.2
Gly 136 *+- 22 18,8 +/- 16,8 21,0 +- 19 443 +- 10,8
Thr 131 +- 1,9 46,1 +/- 10,2 151 +- 0,9 61,0 +- 77
Cit 31,3 +- 08 514 +/- 45 121 +- 12 584 +/- 94
Ala 254 +- 36 27,8 *- 120 292 +- 11 371 +- 47
Arg 1241 +- 8,3 742 +- 11 16,5 +- 93 684 *- 55
Tyr 43 +- 0,8 60,5 +- 78 64 *- 05 70,4 +- 6,1
Val 91 +- 20 390 +- 154 12,2 +- 0,7 406 +- 126
Met 22 +- 06 38,8 +/- 206 2,8 +- 00 73,0 +- 56
Trp 1,1 +- 03 79,9 *- 46 1,5 +- 0,1 78,0 +- 32
Phe 42 +- 11 62,6 +- 10,1 58 +- 03 79,1 +- 50
lle 6,0 *- 16 56,9 */- 134 83 +- 05 76,7 *- 36
Orn 93,1 *- 65 473 *- 46 451 +- 25 473 +*- 54
Leu 84 +*- 24 63,6 *+- 116 110 +- 03 83,8 +/- 52
Lys 63,4 +- 94 63,5 +- 34 752 +- 38 61,4 +- 33
Pro 15 +- 0,1 0 +- 214 25 +- 04 0 +- 14,0

Gesamt 975 */- 559 48,7 - 49 598,0 *- 76 537 *- 50

3.5.3 Hitzeschock

Um eine starke Trehaloseakkumulation zu erreichen, wurden exponentiell wachsende
Kulturen (OD600 = 1,3, Kulturvolumen 70 ml) im Wasserbad einem Hitzeschock bei 39 °C
unterworfen. Zur Bestimmung der Trehaloseakkumulation wurden zeitabhéngig Proben durch
schnelle Probennahme entnommen und die Extrakte durch GC der TMS-Derivate untersucht
(Abbildung 26).

Die Trehaloseakkumulation setzte beim Wildtyp sofort nach dem Hitzeschock ein, nach etwa
15 Minuten wurde eine maximale Rate erreicht, die etwa 30 Minuten konstant blieb. Nach
etwa einer Stunde verlangsamte sich die Trehaloseanhdufung und der Gehalt nédherte sich
nach 2 Stunden Hitzeschock einem Maximum bei etwa 350 umol Trehalose/ g BTM (etwa
11-12 % (w/w) der Biotrockenmasse). Bei der Mutante war lediglich das Einsetzen der

Trehaloseakkumulation 15 Minuten verzogert.
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Abbildung 26 Kinetik der Trehaloseakkumulation bei 39 °C in Zellen des Saccharomyces cerevisiae-Wildtyps
23344c (o) und der trehalasefreien Mutante RK 32 (o) auf CBSKP-Medium, bestimmt durch GC nach TMS-
Derivatisierung. Doppelbestimmung (Fehler = s).

Die Bestimmung der Biotrockenmasse und der Zellzahl in hitzegeschockten Kulturen ergab
eine starke Zunahme der Biotrockenmasse wéhrend zwei Stunden Hitzeschock bei konstanter
Zellzahl. Die Lichtstreuung der Kulturen (ODggo) war trotz konstanter Zellzahl nach dem
Hitzeschock deutlich erh6ht, was auf eine Volumenzunahme der Zellen hindeutete. Der Anteil
tiberlebender Zellen nach zwei Stunden Hitzeschock lag bei etwa 60 % fiir die trehalasefreie
Mutante und den Wildtypstamm.

Zur Uberpriifung der Selektivitit der Extraktion niedermolekularer Metabolite mit Nystatin
unter diesen Bedingungen wurde ein Titrationsexperiment mit steigender Nystatindosis
durchgefiihrt und die Aminoséduren als Leitmetabolite in den Extrakten bestimmt (Abbildung

29). Die beobachtete Selektivitdt war fiir Deletionsmutante und Wildtyp identisch.
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Abbildung 27 Abhingigkeit der Konzentration A. vorwiegend cytosolischer (Glu, Ala, Gln) und B. vakuoldrer
(Lys, Arg, Orn) Aminosduren im Zellpermeabilisat von der Nystatindosis, bestimmt mit RP-HPLC nach OPA-
MPA/ FmocCl-Derivatisierung. Saccharomyces cerevisiae 23344c, 60 min 39 °C auf CBSKP-Medium (20 ml
Kulturvolumen) bei ODgyy = 2,5-3,0; Dreifachbestimmung (Fehler = s).

Es wurde auch nach Hitzeschock eine fiir die Permeabilisierung der Plasmamembran
selektive Nystatindosis von etwa 10-20 ng/ g BTM gefunden. Der dynamische Bereich der
Methode war im Vergleich zu Standardbedingungen zu hoherer Nystatindosis verschoben,
wobei ein sehr geringes Austreten vakuoldrer Aminosduren bei etwa 25-30 ng/ g BTM in
Abbildung 27 zu vermuten ist. Im Vergleich zu exponentiell wachsenden Kulturen bei 30 °C
waren Glutamat, Arginin und Alanin im Wildtyp nach Hitzeschock deutlich erhoht, Serin und
Ornithin leicht erniedrigt. In der trehalasefreien Mutante dagegen war Glutamin 75 %

geringer konzentriert und Arginin im Vergleich zum Kontrolllevel leicht erniedrigt. Auffallig
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ist, daB3 Serin und Glycin ausschlieSlich im cytosolischen Anteil zu finden waren, dagegen

uber 90 % der basischen Aminosduren in der Vakuole bestimmt wurden.

Tabelle 13 Aminosduregehalt und zelluldre Lokalisation der Aminosduren nach einer Stunde Hitzeschock
(39 °C) im Wildtyp 23344c und der trehalasefreien Mutante RK 32, bestimmt durch RP-HPLC nach OPA-
MPA/ FmocCl-Derivatisierung

Stamm 23344c RK 32
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 26,6 +- 0,3 79,7 t- 6,1 36,2 *- 32 80,9 +- 17
Glu 210,1 +/- 154 779 *t- 67 199,3 +/- 12,0 76,8 t- 24
Asn 85 */- 0,1 259 +- 141 53 *- 09 11,7 +- 12,6
Ser 16,2 +/- 0,8 1,9 +- 33 12,1 +- 0,3 0,0 *- 0,0
Gin 416 +- 1.2 475 +- 143 98 *- 04 1,9 +- 34
His 11,4 +- 06 839 +/- 36 9,8 +- 05 80,4 +/- 58
Gly 18,9 +- 20 0,0 +- 0,0 17,3 +- 03 0,0 +- 0,0
Thr 16,6 */- 0,6 471 +- 25 134 +- 06 38,7 *- 10,7
Cit 56 *- 1,1 785 +- 23 21 *- 0,1 100,0 +/- 0,0
Arg 96,1 +- 3,9 97,7 - 11 656 +- 13 950 +- 1,2
Ala 69,7 +- 43 87 *- 123 65,0 +- 36 36 *- 6,2
Tyr 20 *- 01 471 +- 143 28 +- 03 718 +- 76
Val 9,0 +- 05 471 +- 99 9,0 +- 07 495 +- 78
Met 1,4 +- 0,0 309 +- 18,2 1,4 +- 02 56,9 +- 10,3
Trp 04 +/- 0,0 10,5 +- 11,9 06 *- 0,1 100,0 +/- 0,0
Phe 1,6 +- 0,1 45,0 +- 1011 23 +- 03 694 +- 84
lle 32 *- 03 49,0 +- 133 41 +- 06 63,5 +- 10,6
Orn 26,5 +- 3,7 918 +- 28 226 - 27 794 +*- 6,0
Leu 39 *- 03 62,4 *- 97 46 +- 07 735 t- 67
Lys 20,1 +- 0,5 96,7 *- 58 233 +- 04 921 +- 15
Pro 31 +- 04 00 +- 00 2,7 *- 0,1 00 +- 0,0

Gesamt 5925 +/- 272 64,0 *- 6,7 509,1 *+/- 153 60,0 *- 39

In Abbildung 28 ist ein Dosis-Wirkungsexperiment mit Nystatin fiir die Glycerol- und
Trehalosefreisetzung aus Zellen des Wildtyps nach Hitzeschock gezeigt. Glycerol war bei
8 ng/ g BTM Nystatin quantitativ im Permeabilisat zu finden. Trehalose dagegen konnte
selbst mit 75 ng Nystatin/ g BTM + 10 % DMSO nur zu etwa 15 % freigesetzt werden.
Allerdings betrug die Wiederfindung der Trehalose im vakuoldren und cytosolischen Extrakt
im Vergleich zum Zellaufschlu nur etwa 50 %. In der trehalasefreien Mutante wurde ein
analoges Ergebnis gefunden. Es ist fraglich, ob Trehalose in innere Kompartimente
transportiert wird oder eine gehinderte Diffusion durch die mit Nystatin gebildeten
Porenkomplexe vorlag.

Zur Kontrolle dieser Experimente wurde die selektive Permeabilisierung nach Ohsumi et al.
(1988) mit Kupferchlorid und GC-Analyse der TMS-Derivate durchgefiihrt. Im Wildtyp

konnten etwa 50 % der Gesamttrehalose mit Kupferchlorid freigesetzt werden, in der
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trehalasefreien Mutante nur 25 %. Allerdings wurden auch bei diesem Experiment in den

vakuoldren Extrakten nur etwa 50 % der verbleibenden Trehalose wiedergefunden.
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Abbildung 28 Glycerol und Trehalose im Permeabilisat in Abhidngigkeit von der Nystatindosis, bestimmt durch
GC der TMS-Derivate. Saccharomyces cerevisiae 23344c in CBSKP-Medium nach 60 min bei 39 °C,
ODygqo = 2,8; Dreifachbestimmung (Fehler = sd).

3.5.4 Isolierung intakter Vakuolen

Zur Kontrolle der Ergebnisse der selektiven Extraktionsexperimente wurden intakte Vakuolen
isoliert, um den Gehalt an Aminosduren und kompatiblen Soluten nach Hitzeschock zu
bestimmen. Da die Protoplastenlyse mit DEAE-Dextran weitgehend selektiv die
cytoplasmatische Membran zerstort (Diirr ef al. 1975), konnte schon vor der
Dichtegradientenzentrifugation im Uberstand des Lysats der cytosolische Gehalt der
Metabolite sehr gut abgeschétzt werden. In Tabelle 14 ist die Bestimmung der Aminosduren
in allen Fraktionen und Zwischenstufen der Isolierung wiedergegeben. Auffillig war der
starke Riickgang der Gesamtaminosduren wéhrend der Protoplastierung der Zellen, der
teilweise auf ein Lysieren der Protoplasten und durch Verluste beim Abzentrifugieren
zuriickzufithren war. Der metabolische Verlust wihrend der 30-miniitigen Inkubation ist
durch einen Riickgang der zentralen Metabolite Glutaminsdure und Alanin um etwa 80 %
erkennbar. Typisch vakuoldre Aminosduren wie Arginin waren 2-3-fach verringert. Nach der
Lyse mit 100 pg/ ml DEAE-Dextran bei einer Zelldichte von 10® Zellen/ ml war eine starke
Anreicherung der basischen Aminosduren im Pellet des Lysats (Rohvakuolen) meBbar,

Aspartat, Glutamat, Alanin und Valin waren im Uberstand angereichert. Diese
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Beobachtungen weisen in Ubereinstimmung mit publizierten Daten (Messenguy 1980,
Kitamoto et al. 1988) auf eine vorwiegend cytoplasmatische Lokalisation dieser Metabolite
hin. Asparagin, Serin, Threonin, Methionin, Phenylalanin, Isoleucin und Leucin waren fast
gleich verteilt. In den Fraktionen des Dichtegradienten waren etwa 40 % aller Aminosduren in
der auf 2,5 % Ficoll flotierenden Fraktion angereichert. Daneben war noch ein sehr groBer
Teil aller Aminosduren im Pellet des Gradienten zu finden, was auf nicht vollstindig
protoplastierte Zellen hindeutet, deren Plasmamembran aber bei der DEAE-Dextran-
induzierten Lyse permeabilisiert worden war. Durch die Analyse der Aminosdureverteilung in
den Zellfraktionen wurde eine teilweise deutlich andere Verteilung der Aminosduren als bei
selektiver Extraktion mit Nystatin bestimmt. Die sauren Aminosduren Aspartat und Glutamat
konnten mit Nystatin nicht reproduzierbar selektiv extrahiert werden, waren aber nach den
Ergebnissen der Zellfraktionierung in Ubereinstimmung mit publizierten Daten (Messenguy
1980, Kitamoto et al. 1988) vorwiegend im Cytoplasma lokalisiert. Allerdings kann wegen
der ausgepriagten metabolischen Verdnderungen beim Verdau der Zellwand nur ein begrenzter
Vergleich zu den mit Nystatin bestimmten Verteilungen angestellt werden.

Eine quantitative Bestimmung des Trehalosegehalts der Fraktionen mittels GC war schwierig,
da in allen Fraktionen die hohe Sorbitkonzentration die Analyse storte. Trozdem konnte ein
Verlust von etwa 80 % des Gesamttrehalosegehalts im Wildtyp und der trehalasefreien
Mutante, korrelierend mit dem Riickgang der Glutaminsdurekonzentration, abgeschitzt
werden. Im Rohvakuolenpellet konnte nur bei der trehalasefreien Mutante ein sehr geringer
Trehalosegehalt gemessen werden. Eine Analyse der Gradientenfraktionen war durch die

hohe Sorbit- und Saccharosekonzentration nicht méglich.
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Tabelle 14 Aminosduregehalte der Zellfraktionen, bestimmt durch RP-HPLC nach OPA-MPA/FmocClI-
Derivatisierung. Trehalasefreier Deletionsstamm Saccharomyces cerevisiae RK 32 nach 90 min Hitzeschock bei
39 °C in CBSKP-Medium bei ODggp = 2,9.

Aliquots Fraktion Nr.**

Fraktion Zellen Proto- Uberstand Pellet 1 2 3 4 5 6
plasten nach Lyse nach

Lyse

Aminosiure Spezifische Konzentration [pmol/ g BTM]*

Asp 38,1 5,0 3,8 1,6 01 00 05 01 00 0,1
Glu 222,6 49,4 35,8 9,8 05 0,1 47 10 01 1,0
Asn 6,8 2,2 1,6 1,3 01 00 07 01 00 15
Ser 12,7 2,0 1,5 1,4 0,1 0,0 08 01 00 17
GIn 13,2 3,5 1,5 2,5 0,1 0,0 07 01 00 23
His 13,9 5,6 1,3 4,0 0,1 0,0 22 02 00 35
Gly 271 3.4 1,3 2,0 0,1 0,0 13 01 00 22
Thr 19,7 2,8 1,4 1,6 0,1 0,0 10 01 00 18
Cit 2,5 2,6 0,8 1,7 o0 00 03 01 00 18
Ala 93,6 19,7 10,7 7,5 04 0,0 1.1 05 00 0,0
Arg 57,2 241 3,7 17,4 03 00 33 05 00 83
Tyr 2,5 0,0 0,0 0,0 01 00 03 01 00 05
Val 12,7 8,3 53 3,1 0,2 0,0 1,5 03 00 23
Met 1,3 0,4 0,3 0,3 o0 00 02 00 00 04
Trp 0,4 0,2 0,1 0,2 00 0,0 0,11 0,0 00 01
Phe 3,1 0,7 0,5 0,6 0,1 0,0 04 01 00 0,7
lle 4,5 1,7 1,0 1,1 0,1 0,0 06 01 00 11
Orn 10,8 5,2 0,5 3,4 0,0 0,0 3,1 01 00 92
Leu 4,4 1,9 1,1 1,4 0,1 0,0 1,1 01 00 16
Lys 12,5 3.4 0,2 2,3 01 00 50 01 00 72
Pro 3.4 0,9 0,4 0,7 1,7 28 05 25 29 10
Gesamt 562,8 142,9 72,7 63,8 42 32 293 64 34 483

*Die spezifische Konzentration wurde zur besseren Vergleichbarkeit auf die Gesamtmenge der eingesetzuten
Zellen zuriickgerechnet.
**Die Numerierung der Fraktionen ist in Abbildung 4 graphisch dargestellt
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4 Diskussion

4.1 Etablierung einer Methode zur selektiven Metabolitextraktion

Ein Ansatz zur in vivo-Charakterisierung vakuoldrer Transportprozesse ist die Analyse
subzelluldrer Metabolitverteilungen. Da die in der Literatur beschriebenen Methoden zur
selektiven Extraktion der cytosolischen Metabolite aus Saccharomyces cerevisiae
(Messenguy et al. 1980, Kitamoto ef al. 1988) mechanistisch nicht geklart sind, wurde in
dieser Arbeit eine neue Routinemethode zur differentiellen Extraktion niedermolekularer
Metabolite mittels des Polyenantibiotikums Nystatin entwickelt. Der Wirkmechanismus von
Nystatin ist gut untersucht (Bolard 1986). Avéret et al. (1998) und Larsson et al. (2000)
konnten das Polyenantibiotikum zur selektiven Permeabilisierung der Plasmamembran von
Hefeprotoplasten verwenden, um in situ-Studien des Zellstoffwechsels durchzufiihren.

Die Selektivitidt der Nystatinextraktion konnte durch die dosisabhingige Permeabilisierungs-
wirkung fiir Aminosduren gezeigt werden. Bei einer selektiven Dosis von
20 ng Nystatin/ g BTM wurde, wie in der Literatur beschrieben, eine starke Anreicherung
basischer Aminosiuren im vakuoldren Anteil gefunden (Wiemken und Diirr 1974, Messenguy
et al. 1980, Kitamoto ef al. 1988). Die Intaktheit der vakuoldren Membran wurde weiterhin
durch Fluoreszenzmikroskopie gezeigt. Die Entfarbung des vakuolidren Lumens nach der
Nystatinbehandlung trotz morphologisch intakter Vakuolen (Abbildung 15) konnte auf einen
pH-Anstieg im vakuoldren Lumen durch die Deenergetisierung permeabilisierter Zellen
zuriickzufiihren sein. Bei der Analyse der Adeninnukleotide wurde gezeigt, dafl fast 100 %
des ATPs wihrend der differentiellen Extraktion hydrolysiert werden (Abbildung 9). Damit
ist keine Ansduerung des vakuoldren Lumens durch die V-ATPase mehr moglich. Bei einem
pH-Anstieg konnte der Farbstoff Arg-CMAC, das Carboxybenzyloxy (CBZ) -Argininamid
des 7-Amino-4-Chloromethylcoumarins (Abbildung 29), deprotoniert werden und frei liber
die Membran diffundieren. Die Immobilisierung des Farbstoffs beruht wahrscheinlich auf der
hydrolytischen Spaltung der Amidbindung, moglicherweise mit nachfolgender Kopplung des
Coumarinderivats an Glutathion durch Glutathion-S-Transferasen im vakuoldren Lumen
(Molecular Probes Inc., Eugene, USA). Ein Glutathion-gekoppeltes Derivat sollte allerdings
auch bei Anderung des pHs nicht frei diffundieren kénnen. Deshalb ist ein Artefakt durch zu
lange Lagerung der Zellen vor der Mikroskopie nicht auszuschlieBen. In diesem Fall wére

aber eine intakte Morphologie, wie sie beobachtet wurde, sehr unwahrscheinlich.
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Abbildung 29 Struktur des Fluoreszenzfarbstoffs CMAC-Arg (Molecular Probes Inc., Eugene, USA). Die Pfeile
bezeichnen die Proteaseschnittstelle (P) und die Kopplungsstelle an Glutathion (G). CBZ = Carboxybenzyloxy-.

Ein weiteres Indiz fiir die Intaktheit der vakuoldren Membran nach der Nystatinextraktion war
die niedrige freie Nystatinkonzentration bei selektiven Extraktionsbedingungen. Da Nystatin
nur mit ergosterolhaltigen Membranen hochaffin Porenkomplexe bildet (Bolard 1986), ist bei
einer spezifischen Absittigung der Bindungsstellen der Plasmamembran nur ein geringer Teil
des Antibiotikums frei in Losung. Interne Membranen sind fiir Nystatin nicht zugédnglich. Der
freie Anteil des Nystatins steigt bei Sattigung der hochaffinen Bindungsstellen an und kann
dann auch an intrazellulire Membranen binden, was durch die partielle Freisetzung
vakuolédrer Metabolite bei hoherer Nystatindosis gezeigt wurde.

Eine Untersuchung der Freisetzungskinetik der Aminosduren ergab fiir alle Aminosduren
auBer fiir Glutamat ein Séattigungsverhalten im Permeabilisat inerhalb von etwa 10 bis
12 Minuten bei einer spezifischen Nystatindosis von 20 ng/ g BTM. Fiir Glutaminsdure wurde
ein  30-50 %iger Abbau, wahrscheinlich durch Transaminierung wihrend der
Extraktionsdauer von 15 Minuten, gefunden. Alle anderen Aminosdurekonzentrationen waren
iiber die Inkubationsdauer konstant. Neben der Dosisabhingigkeit der Extraktion ist dies ein
starkes Indiz fiir die selektive und quantitative Extraktion der cytosolischen Metabolite.
Anhand der Freisetzung von Kalium und der unter Standardbedingungen vorwiegend
cytoplasmatisch lokalisierten Aminosduren Alanin und Glutamin wurde eine quantitative
Permeabilisierung der Plasmamembranen gezeigt. Die in der Literatur beschriebene
cytosolische Lokalisation der sauren Aminosduren Glutamat und Aspartat konnte mit der
neuen Methode nicht bestétigt werden. Aspartat und Glutamat waren unter diesen
Bedingungen meist zu etwa 20-50 % im Permeabilisat zu finden. Dieser Anteil war bei
identischen Bedingungen sehr variabel und von der Zellcharge abhédngig. Auch ein Einflufl
der Lagerungszeit der Nystatincharge konnte nicht ausgeschlossen werden.

Bei einem direkten Vergleich der Permeabilisierungseffizienz von Nystatin mit der
publizierten Kupfermethode (Ohsumi et al. 1988) fiel vor allem bei stationdren Kulturen eine

Diskrepanz bei der Glutamatverteilung auf (Abbildung 13). Mit Nystatin wurde etwa 7-fach
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weniger Glutamat im Cytoplasma bestimmt, als mit Kupferchlorid. Bei einer Evaluierung der
Nystatinmethode mit frischen Nystatinchargen wurde eine gute Vergleichbarkeit zur
Kupfermethode unter Standardbedingungen gefunden (Abbildung 24). Auffillig ist der 2 bis
3-fach erhdhte cytoplasmatische Gehalt basischer Aminosduren (Arginin, Ornithin, Lysin) bei
Nystatinextraktion ohne osmotische Stabilisierung, was ein geringfiigiges Austreten hoch
angereicherter vakuoldrer Metabolite zeigt. Dabei blieb aber die vakuoldre Membran
morphologisch ~ weitgehend intakt, ein Quellen der Vakuole war in den
fluoreszenzmikroskopischen Bildern (Abbildung 15) zu erkennen. Holzl (1998) postulierte
aufgrund von Elektrorotationsexperimenten eine Auflosung der Vakuole in hypoosmotischem
Medium mit 50 pg Nystatin/ ml nach etwa 10-15 Minuten. Mit osmotischer Stabilisierung
konnte der Verlust vakuoldrer Anteile verhindert werden, allerdings war die Freisetzung der
sauren Aminoséduren deutlich vermindert.

Da Kupfer in Neurospora crassa die innere mitochondriale Membran zerstort (Keenan und
Weiss 1997) und Nystatin diese aufgrund des geringen Sterolgehalts (Zinser et al. 1991,
Schneiter et al. 1999) nicht permeabilisieren sollte, konnte die Differenz der beiden Methoden
auf den mitochondrialen Anteil der sauren Aminosduren zuriickzufiihren sein (siche 3.4).
Allerdings erscheint eine aus der Differenz beider Methoden berechnete mitochondriale
Glutamatkonzentration von etwa 250 mM unwahrscheinlich. Gegen diese Berechnung
sprechen vor allem auch geringfiigige Unterschiede der Selektivitit beider Methoden, die
meisten Aminosiduren wurden mit Nystatin effizienter extrahiert (Abbildung 24).

Bei Anwendung der Nystatinmethode auf Kulturen verschiedener Wildtypstdmme bei sehr
unterschiedlichen Wachstumsbedingungen wie hyperosmolarem Strel (3.5.2), Hitzeschock
(3.5.3), Stickstoffhunger (3.1.3.2) und Kailteadaptation (3.2.4) wurde die beschriebene
Selektivitit bestitigt. Weiterhin wurde kein Einflul der Wachstumsmedien auf die etablierte
Methode gefunden.

Es konnte eine einfache Routinemethode zur selektiven Extraktion cytoplasmatischer
Metabolite mittels Nystatin etabliert werden. Es wurde, wie schon von Avéret et al. (1998)
beschrieben, eine Abhdngigkeit der Permeabilisierungseffizienz vom Molekulargewicht und
moglicherweise von der Ladung der Metabolite beobachtet. Nukleotide wurden erst bei
erhohter Nystaindosis freigesetzt, und fiir die sauren Aminosduren wurde eine quantitativ
schlecht reproduzierbare, zu geringe Freisetzung gefunden. Bei Verwendung von nicht
osmotisch stabilisiertem Permeabilisierungspuffer wurde, abhédngig von der Zellcharge, ein

geringfiigiges Austreten in der Vakuole hoch angereicherter Aminosduren gefunden, wodurch
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die bestimmten cytosolischen Konzentrationen von Arginin, Lysin und Ornithin 2 bis 3-fach

zu hoch waren.

4.2 Dynamische Messungen der Aminoséureverteilung

Um die physiologische Relevanz des Aminoséduretransports iiber den Tonoplasten besser zu
verstehen, wurde die Aminosdureverteilung in Abhingigkeit der Wachstumsphase und nach
abrupter Anderung der Stickstoffversorgung zeitabhingig bestimmt. Die so gewonnenen
Erkenntnisse iiber die Regulation der Aminosdureverteilung konnten zur Definition geeigneter
Bedingungen fiir die Charakterisierung von Deltionsmutanten der putativen vakuoldren

Transporter verwendet werden.

4.2.1 Abhangigkeit der Aminosaureverteilung vom Wachstumsstadium

Auffillig war die starke Aminosidureakkumulation wahrend des diauxischen shifis. Ab der
spiaten exponentiellen Wachstumsphase waren auch vermehrt metabolisch zentrale
Aminosduren im Kulturiiberstand zu finden. Gleichzeitig trat eine Verschiebung der neu
synthetisierten Aminosduren in die Vakuole ein. Asami und Yonezawa (1995) fanden
Hinweise auf ein Ansteigen des vakuoldren Volumens in der spiten exponentiellen
Wachstumsphase. Diese Beobachtungen dokumentieren die ausgeprigte Dynamik der
Vakuole als Speicherorganell.

Ein Teil der angehduften Aminosduren stammen moglicherweise aus einem erhdhten
Proteinabbau wihrend der Umstellung des Zentralstoffwechsels, worauf die Akkumulation
von Lysin hindeutet. Lysin ist in hoher Konzentration cytotoxisch (Sumrada und Cooper
1978), und die Biosynthese wird neben der allgemeinen Gendp vermittelten Kontrolle (siehe
1.6 und Abbildung 30) durch den Faktor Lys80p reguliert, so dal eine iibermiBige
Akkumulation verhindert wird (Hinnebusch 1988). Feller et al. (1997) konnten zeigen, daf}
Lys80p ein negativer Regulator des cAMP-PKA-Weges und identisch zu Mkslp (multy copy
suppressor) ist. Edskes et al. vermuteten eine Kontrolle des zentralen Faktors der NCR-
Kontrolle, Ure2p, durch Lys80p, dessen Expression durch Ammonium reguliert wird. Die
spezifische Inhibition der Lysinbiosynthese ist durch eine Riickkopplungshemmung der
beiden nukledren Homocitratsynthase-Isoenzyme (Lys20p und Lys21p) durch das Endprodukt
Lysin gegeben. Dadurch wird das coinduzierende Lysin-Biosyntheseintermediat o-
Aminoadipinsdure-Semialdehyd (atAASA) in seiner Konzentration erniedrigt und die Lys14p-
abhingige Induktion der Biosynthese verringert (Feller et al. 1999). Die Repression der
Aminosédurebiosynthese durch Inaktivierung induzierender Faktoren ist typisch fiir Hefe. Eine

beobachtete vakuoldre Akkumulation von Lysin durch Proteolyse konnte somit keine
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Inhibition der Biosynthese bewirken. Bei einer Synthese von Lysin auflerhalb der Vakuole
wiére aber eine Inhibition der Biosynthese und keine starke Akkumulation zu erwarten
gewesen.

In glucoselimitierter Kultur fanden Parrou et al (1999) ab der spiten exponentiellen
Wachstumsphase und wéhrend des diauxischen shifts eine Akkumulation von Glykogen und
eine Induktion verschiedener Gene der allgemeinen StreBantwort. Ab dem diauxischen shift
akkumuliert auch Trehalose, in einer ath/-Deletionsmutante parallel zum Glykogen schon in
der spdten exponentiellen Phase. Die Autoren vermuteten einen Zusammenhang mit dem
Einsetzen einer Wachstumsinhibition in der spiten exponentiellen Phase und der Induktion
des Reservekohlenhydratstoffwechsels. Der zeitliche Verlauf der Akkumulation von
Reservekohlenhydraten entspricht der in dieser Arbeit bestimmten Fixierung von Stickstoff in
Aminoséduren. Bei Wachstum auf Ethanol und in der stationdren Phase wird Glykogen wieder
abgebaut, Trehalose wird weiter angehduft (Parrou et al. 1999). Parallel zum publizierten
Stoffwechsel des Glykogens wurde in dieser Arbeit eine starke Abnahme der Aminoséuren in
der stationdren Phase gemessen. Dies zeigt, daB S. cerevisize beim Ubergang zu
verlangsamtem, glucoselimitiertem Wachstum zundchst ungewohnlich groe Mengen
Speichermetabolite akkumuliert, die dann beim Ubergang in die stationdire Phase wieder
verbraucht werden. Trehalose ist kein typischer Speicherzucker, sondern eine kosmotrope
Substanz, die unter vielen StreBbedingungen zum Schutz der zelluldren Strukturen
synthetisiert wird (Argtielles 2000).

Die gleichzeitige Induktion der Speicherung von Kohlenstoff und Stickstoff weist auf eine
enge Verkniipfung der Regulation beider Stoffwechselzweige hin. Ein zentraler Schnittpunkt
des C- und N-Metabolismus ist 2-Ketoglutarat (siche 1.4). Zur Synthese von Aminosiduren
mufl 2-Ketoglutarat ausreichend zur Verfiigung stehen. In der exponentiellen
Wachstumsphase, unter voller Glucoserepression, erfiillt der Tricarbonsdurezyklus nur
anaplerotische Funktionen. Glutamat, Glutamin, Prolin und Arginin werden aus 2-
Ketoglutarat synthetisiert, das Kohlenstoffgeriist der anderen Aminosduren stammt zu einem
groBen Teil direkt aus glykolytischen Intermediaten oder aus dem Pentosephosphatweg
(Maaheimo et al. 2001, Gombert et al. 2001). Wihrend des diauxischen shifts akkumulierten
vor allem Glutamin, Glutamat und Arginin, in der exponentiellen Wachstumsphase Ornithin
und Glutamat (Tabelle 10). Die Kohlenstoffreserven werden also effizient zur Fixierung von
Stickstoff genutzt. Gleichzeitig wird die Anzahl der in der Vakuole gespeicherten
Aminosduremolekiile bei maximaler Stickstoffspeicherung minimiert, was fiir eine

osmotische Regulation wichtig sein konnte. Ein zentraler Faktor bei der gemeinsamen
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Regulation des zentralen Kohlenstoff- und  Stickstoffmetabolismus ist  der
transkriptionsaktivierende heteromere HAP (heme activator protein)-Komplex, bestehend aus
mindestens 4 Untereinheiten Hap1-4p. Dieser Komplex reguliert vor allem die Expression
von Genen des respirativen Metabolismus, aber auch den Stickstoffmetabolismus iiber die
NADP-GDH (Gdhlp). Dieses Schliisselenzym der Ammoniumassimilation ist bei Wachstum
auf Glucose schwécher exprimiert als auf nicht fermentierbaren C-Quellen. Die Expression
nimmt bis zur spiten exponentiellen Wachstumsphase zu und nimmt bis zur stationdren Phase
wieder stark ab (Dang et al. 1996). Auch diese Beobachtung korreliert gut mit der hier
beschriecbenen Zunahme des Gesamtaminosduregehalts der Zellen. Ein Modell der
transkriptionellen Regulation des zentralen Stickstoffmetabolismus (CNM) ist in
Abbildung 30 dargestellt. Kiirzlich wurde eine Funktion des zentralen Regulators Ure2p bei
der Nillp-abhingigen Induktion von glucosesensitiven Genen gefunden (Kuruvilla et al.
2002.).

N/C-Quelle  NH,*

|

Torip—> Ure2p —— Mks1p? — NH,*?

Ny J_

30% Gln3p
70%
Dal80p <
50% 1 00% 10% 50% 100%

GDH1 3 GDH2 GLN1 GLT1 GAT1

DAL 709
40% 90% 50%
Hap1p Gcndp
2-KG Aminosauren

Abbildung 30 Vereinfachter schematischer Uberblick iiber die Transkriptionsregulation des CNM. Im Text ist
die Funktion einzelner Faktoren erklédrt. Der relative Beitrag der einzelnen Faktoren (%) wurde durch ein
mathematisches Modell des CNM abgeschitzt (van Riel 2000). Nomenklatur der Genloci: GDH1,3 = NADP-
abhingige Glutamatdehydrogenasen, GDH2 = NAD-abhidngige Glutamatdehydrogenase, GLNI =
Glutaminsynthetase, GLT! = GOGAT, GAPl = generelle Aminosdurepermease. DAL steht fiir den
Allantoinkatabolismus, N, fiir Ammonium aus der Deaminierung verschiedener Substrate. = Aktivierung, 1 =
Hemmung. Modifiziert nach ter Schure et al. 2000/ van Riel 2000.
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Die starke Akkumulation von N- und C-Quellen kdnnte eine Vorbereitung zur Umstellung auf
respirativen Stoffwechsel sein. Da der gesamte Zentralstoffwechsel modifiziert werden muf3,
ist eine vermehrte Synthese von Makromolekiilen in kurzer Zeit nétig, was einen erhohten
Energie- und Metabolitverbrauch mit sich bringt.

In der stationdren Phase wurde ein groBer Teil der angehduften Aminosduren wieder
abgebaut, 2-Ketoglutarat konnte im TCA-Zyklus verwertet werden. Auffdllig war der
verbleibende hohe Arginingehalt. Da Arginin ein niedriges stochiometrisches C/ N-Verhiltnis
von 1,5 aufweist, fixiert diese Speicherform nur wenig der verbleibenden Kohlenstoffreserven
in der stationdren Phase. Interessant wére eine Bestimmung des verbleibenden
Aminosduregehalts in der stationdren Phase nach N-limitiertem Wachstum. Die hier
beschriebenen Experimente wurden alle mit Ammoniumiiberschuf3 durchgefiihrt, so daB3 eine
Speicherung von Stickstoff in der stationdren Phase nicht {iberrascht. Damit wiren die Zellen
nach Zugabe einer C-Quelle in der Lage, ihre Teilungsaktivitdt sofort wieder aufzunehmen.
Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Abhéngigkeit der Gesamtaminosiduregehalte vom
Wachstumsstadium in Schiittelkultur publiziert (Hans et a/. 2001). Diese Daten stimmen fiir
die quantitativ wichtigsten Aminosduren relativ gut mit den in dieser Arbeit dokumentierten
Verldufen tiberein, allerdings sind auch deutliche Unterschiede erkennbar. Vor allem eine von
den Autoren beschriebene Akkumulation von Valin, Lysin, Isoleucin, Leucin, Prolin und
Phenylalanin in der stationdren Phase konnte hier nicht gezeigt werden. Die Unterschiede
konnten stammabhéngige Regulationsphinomene wiederspiegeln (Wiame er al. 1985).
Allerdings ist der Publikation nicht zu entnehmen, ob C- oder N-limitierte Kulturen

verwendet wurden.

4.2.2 Downshift auf L-Prolin

Nach Uberfithren von Kulturen, die mit Ammonium als N-Quelle gewachsen waren, auf
Medium mit L-Prolin als N-Quelle wurde neben der Verlangsamung des Wachstums und der
massiven Aufnahme von Prolin eine Mobilisierung der vakuoldren Arginin- und
Ornithinspeicher beobachtet. Gleichzeitig wurde die zelluldre Konzentration von Glutamin,
Alanin und Serin sehr schnell verringert. Die Ammoniumrepression (sieche 1.5) ist nach dem
Uberfiihren auf ammoniumfreies Medium aufgehoben, GIn3p aktiviert die Komponenten des
CNM (Kuruvilla et al. 2001, siehe Abbildung 30). Prolin aktiviert direkt den Transkriptions-
faktor Put3p und induziert damit die Enzymsysteme fiir den eigenen Abbau. Gleichzeitig kann
die Verarmung einzelner Aminosduren die Proteinkinase Gcen2p induzieren, die {iber
Aktivierung der Gendp-Translation eine generelle Derepression der Aminosdurebiosynthese

auslost (Hinnebusch 1988).
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Die Erhohung der Lysinkonzentration weist auf einen erhhten Umsatz von Proteinen in der
Vakuole durch die Stoffwechselumstellung hin (siehe auch 4.2.1). Ein Hinweis auf einen
erhohten Umsatz in der Vakuole unter diesen Bedingungen liefert der Mechanismus der
Wirkung des Antibiotikums Rapamycin, einem Inhibitor von Prolyl-cis-trans-Isomerasen.
Dieses induziert iiber eine physikalische Verdnderung von Ure2p unter anderem eine
Aufhebung der Ammoniumrepression und eine Aktivierung vakuoldrer Proteasen (Hardwick
et al. 1999, Kuruvilla et al. 2001). Coffman und Cooper (1997) zeigten die NCR-sensitive
Regulation mehrerer vakuolérer Proteasen.

Messenguy et al. (2000) beschrieben die Derepression der zentralen Gene des
Argininkatabolismus, CARI (Arginase) und CAR2 (Ornithintransaminase), bei Stickstoff-
hunger. CARI wird iiber GIn3p/Nillp bei Abwesenheit guter Stickstoffquellen wie
Ammonium, Glutamin oder Asparagin aktiviert, was die Mobilisierung von Arginin erklért.
Arginin wird cytosolisch zu Prolin abgebaut und dann im Mitochondrium zu Glutamat
katabolisiert.

Auffillig war die Beobachtung, dall der Ornithingehalt nur innerhalb der ersten beiden
Stunden nach Uberfithren auf Prolin abnahm, nach sechs Stunden wieder bis zum
Ausgangsniveau anstieg und dann sogar erhoht war. Es fand also eine konstante
Mobilisierung von Arginin durch vakuoldren Export und Freisetzung von Harnstoff durch
Arginase statt, die Umsetzung von Ornithin zu Prolin und dann zu Glutamat war aber nach
einer anfinglichen Regulationsphase verzogert. Nach etwa vier Stunden waren die meisten
Aminosdurekonzentrationen wieder konstant, was auf die Einstellung einer neuen
Homdostase in der Zelle schlieBen 148t.

Trotz der Mobilisierung von Speicheraminosduren war der vakuoldre Aminosdureghalt nicht
vermindert. Neben der Akkumulation von Lysin und Prolin war eine Verringerung der
cytosolischen Aminosdurekonzentration und eine Verlagerung in die Vakuole zu beobachten,
allerdings sind die cytosolischen Gesamtkonzentrationen in Abbildung 21 durch die
Unsicherheit bei der Glutamat- und Aspartatverteilung relativ ungenau (siche 4.1). Neben
dem moglicherweise erhohten proteolytischen Umsatz in der Vakuole erscheint ein
vermehrter Import cytosolischer Aminosduren wahrscheinlich, da die Gesamtkonzentration
vieler Aminosduren konstant und nur der vakuoldre Anteil erhoht war. Diese Beobachtung
deutet auf eine Verminderung des aktiven Aminosdureanteils flir die Proteinsynthese hin und
korreliert mit der Verminderung der Teilungsrate.

Zusammenfassend ergibt sich folgendes Bild: Direkt nach Uberfiihren der Kulturen von

Ammonium auf Prolin als Stickstoffquelle wird ein Stickstoffhungersignal generiert,
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vakuoldre Speicher werden effektiv mobilisiert, die Konzentration zentraler Metabolite wie
Alanin, Serin und Glutamin wird schnell vermindert. Der cytosolische Anteil der meisten
Aminosduren wird verringert, der vakuoldre Gesamtaminosduregehalt bleibt konstant. Nach
etwa 2-4 Stunden wird ein neues FlieBgleichgewicht in der Zelle etabliert, die zentralen
Metabolite erreichen ein konstantes Niveau, Arginin wird langsam weiter mobilisiert.

Es stellt sich die Frage, welche Faktoren an der Regulation vakuolédrer Transporter beteiligt
sind. Da die Mobilisierung basischer Aminosduren relativ schnell einsetzte, ist eine
konstitutive Expression eines regulierten vakuoldren Exporters fiir basische Aminoséuren,
dessen Aktivitit eventuell Mep2p- oder Gcen2/ 4p-abhingig reguliert wird, anzunehmen.
Moglich wére auch ein Antiport mit cytosolischen Aminoséduren, da diese gleichzeitig in die
Vakuole transportiert wurden. Allerdings gibt es kaum Hinweise auf Aminosdureantiporter in
der vakuoldren Membran. Da im Hefegenom etwa 270 ORFs fiir mogliche nicht-ABC-
Transporter identifiziert und in bekannte Familien eingeordnet wurden (B. André, personliche
Mitteilung), ist es sehr unwahrscheinlich, da eine mogliche vakuoldre Aminosdure-
Antiporterfamilie bisher nicht beschrieben wurde. In vakuoldren Vesikeln konnte nur ein
Arginin-Histidin-Antiporter identifiziert werden (Sato et al. 1984b). Plausibel wire auch die
Aktivierung von Importern mit breiter Spezifitdit und moglicherweise eine einsetzende
Autophagie. Aber auch ein erhohter Verbrauch cytosolischer Aminosduren bei
verlangsamtem Export der proteolytisch entstethenden Aminosduren aus der Vakuole wiirde
die Verminderung der cytosolischen Anteile erkldren. Da die Transportprozesse parallel zur
Umstellung des Metabolismus einsetzten, erscheint eine generelle Regulation iiber die
Faktoren Ure2p/ GIn3p/ Nillp wahrscheinlich. Eine Messung rapamycininduzierter
Transportprozesse konnte Aufschlufl iiber die Beteiligung der Tor-Proteinkinasen an der
Regulation geben.

Der spezifische Transport strukturell dhnlicher Aminosduren konnte auch iiber Faktoren wie
Leu3p (siehe unten), die spezifisch einzelne Stoffwechselzweige kontrollieren, reguliert
werden. Aufschluf3 iiber die Transportregulation konnte die Bestimmung der vakuoldren
Transportphinomene in Deletions- oder Uberexpressionsstimmen der Kontrollfaktoren

geben.

4.2.3 Downshift auf Medium ohne Stickstoffquelle

Wie beim Uberfithren auf Medium mit Prolin als Stickstoffquelle wird bei Stickstoffhunger
die Ammoniumrepression aufgehoben. Allerdings findet keine Gendp-abhéngige Aktivierung
der Aminosdurebiosynthese, sondern eine Repression der Gcendp-Translation —statt

(Grundmann et al. 2001).
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Beim downshift auf Hungermedium ohne Stickstoffquelle blieb die Konzentration der
zentralen Metabolite Glutamin und Alanin {iber den gesamten Zeitraum erniedrigt. Die
Konzentration der meisten anderen Aminosduren war nur innerhalb der ersten 2-3 Stunden
reduziert, was nicht Gen4-abhingig liber die Aktivierung der de novo-Aminosédurebiosynthese
zu erkldren ist. Allerdings konnte GIn3p-abhingig der CNM aktiviert werden
(siecheAbbildung 30). Die Neusynthese von Aminosduren kann durch den Verlust der
Produkthemmung, wie oben fiir Lysin beschrieben, induziert werden, da die generelle
Aminosédurekontrolle nur einen Weg zur Derepression bestimmter Schliisselenzyme darstellt.
Da unter Hungerbedingungen kein Teilungswachstum mehr stattfindet, ist eine Neusynthese
von Aminosduren eventuell nur eingeschrankt nétig, eine effektive Verwertung der zelluldren
Proteine durch Autophagie flihrt zu einer erhdhten Freisetzung von Aminosduren aus
abgebauten Proteinen. Die interaktive Regulation von genereller, Gendp-vermittelter, und
spezifischer Kontrolle des Aminosédurestoffwechsels ist ein sehr komplexes und noch nicht
vollstindig verstandenes Wechselspiel (Hinnebusch 1988, Dickinson und Schweitzer 1999).
Stickstoff fiir die Aufrechterhaltung des Zellstoffwechsels wurde durch Mobilisierung von
Arginin und Ornithin bereitgestellt. Gleichzeitig setzt bei Stickstoffhunger nach kurzer Zeit
Makroautophagie (Scott et al. 1996), das heilit die Mobilisierung von Stickstoff durch Abbau
nicht essentieller makromolekularer Komponenten der Zelle, ein. Ein gesteigerter Umsatz
wurde, wie beim Wachstum auf Prolin, an der Erhohung der zelluldren Lysinkonzentration
erkannt.

Die Mobilisierung von Arginin und Glutamin sowie die Akkumulation von Lysin wurde im
Verlauf dieser Arbeit schon von Messenguy et al. (2000) in Korrelation zur Arginaseaktivitat
beschrieben. Allerdings wihlten die Autoren einen sehr kurzen Zeitrahmen von zwei Stunden
fiir die Analyse der Aminosdureverteilungen. In Ubereinstimmung mit den hier prisentierten
Daten wurde eine fast lineare Abnahme der zelluldren Argininkonzentration bei Verarmung
des cytosolischen Glutamats beschrieben. Weiterhin wurde eine voriibergehende Abnahme
der zelluliren Glutamatkonzentration gefunden, allerdings wurde Glutamat in der
vorliegenden Arbeit schon zu Beginn des Experiments vorwiegend vakuoldr detektiert. Diese
Diskrepanz ist auf Probleme bei der Extraktion der sauren Aminosduren mit Nystatin
zuriickzufiihren.  Ubereinstimmend wurde gezeigt, daB zur Aufrechterhaltung des
Zellstoffwechsels  die  zellulire Konzentration des zentralen Metaboliten des
Stickstoffstoffwechsels, Glutamat, relativ konstant sein mufl. Um dies zu gewihrleisten,
miissen die argininabbauenden Enzyme im Cytosol und im Mitochondrium aktiv sein. Da aus

Arginin durch die Arginase Harnstoff freigesetzt wird, muf} auch die NADP-GDH aktiv sein,
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um aus Allophanat freigesetztes Ammonium zu fixieren. Eine Aktivierung des Argininabbaus
durch den negativen Regulator Ume6p (siche unten) sowie den ArgR-Mcmlp-Komplex bei
erniedrigter cytosolischer Argininkonzentration wurde diskutiert (Messenguy et al. 2000).
Eine Regulation der Expression argininabbauender Enzymsysteme durch die cytosolische
Argininkonzentration wiirde eine Regulation auf Ebene des vakuoldren Exports ermdglichen.
Damit sollte eine Uberexpression des vakuoliren Argininexporters zu einer Hemmung von
Carlp und Car2p fiihren, so daf} die entsprechende Mutante bei Stickstoffhunger Arginin nur
langsam mobilisieren konnte. Diese Uberlegung zeigt, daB eine Uberexpression putativer
vakuolédrer Transporter bei geeigneten physiologischen Bedingungen eine phanotypische
Charakterisierung ermdéglichen konnte.

Nach etwa zwei Stunden Hunger wurde eine Verringerung der Mobilisierungsrate der
vakuoldren Speicher beobachtet. Selbst nach acht Stunden waren noch etwa 40 % der
Speicheraminosiuren, im Widerspruch zu den von Kitamoto et al. (1988) publizierten Daten,
nicht abgebaut. Dieser Widerspruch konnte auf Unterschiede zwischen den verwendeten
Hefestimmen zuriickzufiihren sein, da die Wahl des verwendeten Wildtyphintergrundes einen
groflen EinfluB auf physiologische Experimente hat (Wiame et al. 1985, Laizé et al. 2000, ter
Schure et al. 2000).

Der zelluldre Citrullin-, Threonin-, Valin-, Leucin- und Isoleucingehalt war nach downshift
erniedrigt. Citrullin wird als nicht-proteinogenes Intermediat der Argininbiosynthese unter
diesen Bedingungen nicht benétigt. Die Gene fiir die Synthese verzweigtkettiger
Aminosduren werden iiber den Transkriptionsfaktor Leu3p reguliert. Die Affinitdt von Leu3p
zu DNA wird durch die Zwischenstufe der Leucinbiosynthese a-Isopropylmalat (alPM),
deren Konzentration durch Leucin feedback-reguliert wird, erhoht. Der letzte enzymatische
Schritt zur Synthese von alPM aus der Valinvorstufe a-Ketoisovalerat wird zudem Gcen4p-
aktiviert (Dickinson und Schweitzer 1999). Threonin kann zu a-Ketobutyrat deaminiert und
fiir die Isoleucinbiosynthese verwendet werden. Betrachtet man diese Verkniipfungen, so
konnte die Erniedrigung der Konzentration verzweigtkettiger Aminosduren und des Threonins
mit einer Leucin-unabhédngigen Erniedrigung der Leu3p-Aktivierung bei Stickstofthunger
erklart werden. Da die Synthese des Leu3p- Regulators alPM unter Gen4p-Kontrolle steht,
liegt eine direkte Erniedrigung der Leu3p-Konzentration nahe.

Beim Uberfiihren der Kulturen auf Hungermedium wurde, wie schon beim downshifi auf
Prolin, eine Verarmung der cytosolischen Aminosdurekonzentration bei fast konstantem
vakuoldrem Gehalt beobachtet (Abbildung 21). Allerdings war dieser Effekt auf

Hungermedium stirker ausgeprigt. Durch Autophagie wird unter diesen Bedingungen sehr
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effektiv ein groBer Teil des Cytosols in die Vakuole transportiert. Da fast alle internen
Membranen der Zelle ergosterolarm sind (Zinser et al. 1991, Schneiter et al. 1999), sollten
Autophagosomen nicht durch Nystatin permeabilisiert werden. Damit ist die Autophagie
wahrscheinlich maf3geblich an der durch Nystatinextraktion bestimmten Verschiebung von
Metaboliten in die Vakuole beteiligt. Dazu kommt ein erh6hter Proteinumsatz in der Vakuole,
so dafl der proteolytisch akkumulierte Aminosduregehalt dieses Organells ansteigen sollte.
Damit konnte eine Verarmung der cytosolischen Anteile durch einen verlangsamten Export
aus der Vakuole und einen erhdhten Verbrauch im Cytosol, zum Beispiel durch
Proteinsynthese, gesteuert werden. Allerdings ist eine verstirkte Proteinsynthese
unwahrscheinlich, da nach einem Uberfiihren auf Hungermedium ein Stop im Zellzyklus
einsetzt (Dickinson und Schweitzer 1999). Eine beim downshift auf Prolin diskutierte
Regulation von Transportern iiber den generellen Ure2p/ Gln3p-Weg wire auch unter diesen
Bedingungen denkbar.

Mit den downshift-Experimenten wurde die Funktion von Arginin und Ornithin als
Speicheraminosduren bestitigt, allerdings wurde im Wildtyp 23344c auch nach acht Stunden
Hunger keine vollstdndige Mobilisierung, wie publiziert (Kitamoto et al. 1988), gefunden.
Die Umstellung auf die schlechter metabolisierbare Stickstoffquelle Prolin war nach etwa vier
Stunden abgeschlossen, es wurde keine drastische Verringerung des Gesamtamino-
sduregehalts gefunden. Dagegen wurde ohne Stickstoffquelle innerhalb von acht Stunden
60 % des in Aminosduren gespeicherten Stickstoffs verbraucht. Bei beiden Experimenten war
ein erhohter Umsatz durch die Akkumulation von Lysin zu erkennen. Gleichzeitig wurde
unter beiden Bedingungen eine deutliche Verschiebung aller Aminosduren in die Vakuole

beobachtet.

4.2.4 Uberfiihren stickstoffgehungerter Kulturen auf Ammonium

Durch die downshift-Experimente konnten physiologische Bedingungen gefunden werden,
unter denen ein verstdrkter Transport von Aminosduren iiber den Tonoplasten stattfindet,
speziell die Mobilisierung der Speicheraminosduren konnte verfolgt werden. Durch das
Uberfiihren der gehungerten Kulturen in frisches Medium sollte die Speicherung vakuolérer
Aminosduren zeitabhingig verfolgt werden.

Nach dem Uberfiihren in frisches Medium mit Ammonium wurde fiir stickstoffgehungerte
Kulturen und solche, die auf Prolin gewachsen waren die gleiche Reaktion beobachtet. Die
Zellen akkumulierten innerhalb weniger Stunden deutlich mehr Glutamin, Ornithin und
Arginin als exponentiell wachsende Ubernachtkulturen auf Ammonium. Die Konzentration

von Alanin war kurz nach dem Uberfiihren in frisches Medium auf dem Kontrollniveau, nach
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sechs Stunden wurde der Aminosiuregehalt von Ubernachtkulturen (balanciertes Wachstum)
erreicht. Da die Zelldichte beim upshift stickstofflimitierter Kulturen (Wachstum auf Prolin)
in frisches Medium relativ hoch war (ODggo = 3,4), waren nach etwa 8 Stunden (etwa 2
Teilungszyklen) Akkumulationseffekte der spédten exponentiellen Wachstumsphase erkennbar
(siche Tabelle 10). Deshalb wurde kein balanciertes Wachstum, wie bei gehungerten Kulturen
beobachtet, erreicht.

Da zum Zeitpunkt des wupshifts neben einem Ammoniumiiberschul auch ein
Glucoseiiberschufl vorhanden war, konnten durch den Zentralstoffwechsel sehr schnell
Kohlenstoff und Energie zur Aminosduresynthese bereitgestellt werden. Da 2-Ketoglutarat
essentiell fiir die Synthese von Glutamat, Glutamin, Ornithin und Arginin ist und die
Akkumulation sofort nach dem wupshift einsetzte, mufBite mindestens eine Isoform der
Isocitratdehydrogenase wihrend der Hungerphase exprimiert sein. S. cerevisiae besitzt zwei
mitochondriale NAD-abhédngige Isoformen (Idhlp, Idh2p), eine mitochondriale (Idplp) und
eine cytosolische (Idp2p) NADP-abhingige Isocitratdehydrogenase. Eine idh2idpl-
Doppeldeletionsmutante ist bei Wachstum auf Glucose glutamatauxotroph (Dickinson und
Schweitzer 1999), was zeigt, dal eine mitochondriale Aktivitit fiir die Glutamatsynthese
essentiell ist. Diese Beobachtungen stehen in Ubereinstimmung mit den durch metabolische
Markierungsexperimente und Metabolitanalyse modellierten Stoffliissen. Nach den
publizierten Modellen erfiillen Enzyme des Tricarbonsdurezyklus im Mitochondrium bei
Wachstum auf Glucose anaplerotische Funktionen (Maaheimo et al. 2001, Gombert et al.
2001).

Die Akkumulation von Aminoséuren setzte sofort nach dem Uberfiihren der Kulturen auf
Ammonium ein. Die zur Stickstofffixierung nétigen Enzymsysteme des CNM waren also
unter Mangelbedingungen deaktiviert, nicht aber abgebaut. Auf genetischer Ebene kann die
NADP-GDH-Expression durch 2-Ketoglutarat und den Hap-Komplex aktiviert werden
(Abbildung 30). Bei Authebung der Hungerbedingungen kann die Aminosdurebiosynthese
Gcendp-abhéngig induziert werden (Hinnebusch 1988, Grundmann et al. 2001). Vor allem die
Enzyme des Acetylglutamatwegs sind Gcn4p-abhingig sowie allosterisch durch Arginin
reguliert (Hinnebusch 1988, Soetens ef al. 1998).

Trotz der Tatsache, daBl Arginin im Mitochondrium die eigene Biosynthese durch
Riickkopplung hemmt (Soetens et al. 1998), konnte die Argininsynthese schnell aktiviert
werden. Kurz nach dem upshift wurde die zelluldre Argininkonzentration deutlich erhoht, die
cytosolische Konzentration stieg aber erst bei Erreichen des balancierten Wachstums deutlich

an, so daf das neu synthetisierte Arginin kaum in die Mitochondrien, sondern in die Vakuole
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transportiert wurde. Allerdings wurde von Messenguy et al. (2000) eine Aktivierung des
Argininabbaus durch einen niedrigen cytosolischen Argininspiegel via Ume6p/ ArgR/ Mcmlp
diskutiert. Damit wird deutlich, dall neben der direkten Riickkopplung auch weitere, von der
Argininkonzentration unabhingige Mechanismen zur Regulation des Argininmetabolismus
vorhanden sein miissen. Wahrscheinlich hemmt Ammonium iiber den Ume6p/ Sin3p/ Rpd3p-
Komplex die Expression der argininabbauenden Enzyme Arginase (Carlp) und
Ornithinaminotransferase (Car2p) (Messenguy ef al. 2000). Fillt die Arginasekonzentration,
so dissoziiert der Komplex aus Arginase und Ornithincarbamoylphosphatsynthase, und der
anabole Teil des Harnstoffzyklus wird aktiviert (Jauniaux et al. 1978).

Nach dem Uberfiihren der gehungerten Kulturen auf Ammonium wurde innerhalb von sechs
Stunden der cytosolische Gehalt, der widhrend des Stickstofthungers herunterreguliert wurde,
regeneriert. Dieser Zeitrahmen spricht fiir eine Neusynthese im Cytoplasma nach Gen4p-
abhingiger Induktion der Enzymsyteme und Erreichen eines neuen FlieBgleichgewichts des
Zellstoffwechsels. Die in den ersten Stunden nach wupshift neu synthetisierten
Speicheraminosduren wurden direkt in die Vakuole transportiert. Fiir diese Aminosduren muf3
ein aktiver Kontrollmechanismus vorhanden sein, der gleichzeitig mit der Aktivierung der
Biosynthese eine Aminosduresequestrierung bewirkt. Eine Regulation der Synthese und des
Transports durch dieselben Faktoren liegt daher nahe. Eine Analyse der Promotorregionen
putativer Transportergene im Vergleich mit den transkriptionell regulierten Genen des
Metabolismus der Speicheraminosduren konnte eine Identifizierung des vakuoldren

Transporters fiir basische Aminoséuren erleichtern.

4.3 Charakterisierung von Deletionsmutanten

Die in dieser Arbeit etablierte Methode zur selektiven Metabolitextraktion sollte zur
Identifizierung vakuoldrer Aminosduretransporter genutzt werden. Da basische Aminosduren
in der Vakuole hoch angereichert sind, wurden ammoniumlimitierte Ubernachtkulturen von
Deletionsstimmen putativer Transporter mit Lysin und Arginin supplementiert und vier
Stunden weiter kultiviert. In diesem Zeitraum ist eine Induktion der Enzyme fiir den
Katabolismus und den Transport mdglich, so da3 bei Deletion eines vakuoldren Transporters
fiir basische Aminoséuren ein Phinotyp zu erwarten gewesen wire. Bei Anwesenheit von
Ammonium werden Arginin und Lysin iiber die Argininpermeasen Apllp und Canlp und die
Lysinpermease  Lyplp aufgenommen, bei Derepression durch  Sinken der
Ammoniumkonzentration wird die generelle Aminosdurepermease Gaplp exprimiert

(Forsberg und Ljungdahl 2001b). Da Lysin nicht abgebaut wird (Sumrada und Cooper 1978)
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und dadurch in hoher Konzentration cyotoxisch ist, mufl es hochaffin in die Vakuole
transportiert werden. Wie in Abbildung 16 dargestellt, waren der zelluldre Arginin- und
Lysingehalt 1,5-fach bzw. 2-fach durch Akkumulation in der Vakuole erhoht. Allerdings
filhrte die Sickstofflimitierung und Lysinakkumulation in Verbindung mit niedrigem pH in
ungepufferten Kulturen zu einem Sterben der Zellen. Ein metabolischer Defekt der gestreften
Zellen war an einer drastischen Verringerung des Glutamin- und Glutamatgehalts zu
erkennen.

Da in Schiittelkultur physiologische Parameter wie pH, Beliiftung und Temperatur nicht exakt
kontrolliert werden, ist auch eine, wenn auch sehr geringe, Differenz der Teilungsrate
paralleler Kulturen und eine eingeschriankte Reproduzierbarkeit zu erwarten. Deshalb sind die
in 3.2.1 beschriebenen Unterschiede zwischen Wildtyp und Deletionsmutanten, die
quantitativ schwer reproduzierbar waren, wahrscheinlich nicht spezifisch auf die Deletionen
einzelner ORFs, sondern auf Unterschiede im Anteil intakter Zellen unter diesen
Bedingungen zuriickzufiihren.

Bei Deletionsmutanten konstitutiv exprimierter putativer Transporter konnte unter Standard-
bedingungen kein Unterschied zum Wildtyp in der Aminosédureverteilung gefunden werden;
der durch YCRO023c codierte putative vakuoldre Transporter konnte nicht mit dem
Aminosdure- oder Polyaminstoffwechsel in Verbindung gebracht werden. Der von
Kooperationspartnern identifizierte kéltesensitive Deletionsstamm des ORFs YMR126¢ zeigte
bei balanciertem Wachstum bei 15 °C ebenfalls keinen Phénotyp. Da Russnak et al. (2001)
einige der untersuchten ORFs als Gene fiir vakuoldre Aminosduretransporter beschrieben,
wird deutlich, da die in vivo-Bestimmung der Metabolitverteilung nur unter sehr
spezifischen physiologischen Bedingungen erfolgreich zur Charakterisierung von Mutanten
eingesetzt werden kann. Die dynamischen Messungen der Aminosdureverteilungen zeigten,
daB vor allem sehr kurz nach Uberfiihren von Kulturen in Medien mit einer anderen
Stickstoffversorgung ein verstarkter vakuoldrer Transport zu erwarten ist (Abbildung 22).
Allerdings waren selbst unter Hungerbedingungen die Gesamtgehalte vieler Aminosduren
kaum verédndert, eine allgemeine Verlagerung in die Vakuole war zu beobachten. Fiir diese
meist relativ niedrig konzentrierten Aminoséuren ist nicht klar, wie gro3 der Anteil durch
Proteolyse in der Vakuole im Vergleich zum biosynthetischen Anteil ist. Daher ist, wie von
Russnak et al. (2001) gezeigt, die direkte Messung des Aminosduretransports vakuolérer
Vesikel der geeignetere Weg zur Charakterisierung der Mutanten von Transportern niedrig
konzentrierter zelluldrer Metabolite. Allerdings ist auch bei diesem Ansatz eine grole Anzahl

Messungen noétig. Zur in vivo-Charakterisierung von transportdefizienten Mutanten zellulér

92



-Diskussion-

niedrig konzentrierter Aminosduren miifiten die betreffenden Substrate dem Medium
zugesetzt werden. Ein physiologisches screening solcher Transportdefekte konnte durch
Supplementation des Mediums mit strukturell verwandten Aminosduren in Gruppen
vereinfacht werden. Bei einer hohen Redundanz der Transportsysteme wie sie bei
Transportern der Plasmamembran in Hefe beobachtet wurde (Wieczorke et al. 1999, Forsberg
und Ljungdahl 2001b), ist dieser Ansatz nur bei Mehrfachdeletionen erfolgversprechend.

Fiir das Produkt des im Stamm MEO020 deletierten Gens wurde eine Funktion beim Transport
basischer Aminosduren iiber die vakuoldre Membran bei Wachstum auf Harnstoff vermutet.
Deshalb wurde eine dynamische Bestimmung der Aminosdureverteilung nach downshift auf
Harnstoff durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen waren durch Kooperationspartner
Hinweise auf einen Defekt bei der Mobilisierung interner Aminosduren gefunden worden
(siehe 3.3.3). Da Harnstoff keine optimale Stickstoffquelle fiir Hefe ist (Cooper 1982), wurde,
wie beim Wachstum auf Prolin, eine deutliche Mobilisierung vakuoldrer Speicher erwartet.
Die beobachteten Effekte nach downshift waren zwar qualitativ vergleichbar zu denen beim
shift auf Prolin, allerdings deutlicher schwécher ausgeprigt und kurzzeitiger. Nur innerhalb
der ersten zwei bis drei Stunden nach dem Uberfiihren auf Harnstoff war die Konzentration
der metabolisch zentralen Aminosduren verdndert, Arginin wurde geringfiigig abgebaut. Auch
die Teilungsrate wird durch Harnstoff kaum beeinfluBt (Cooper 1982), was zeigt, daf}
Harnstoff zwar die NCR aufhebt (Wiame et al. 1985, ter Schure et al. 2000), aber eine relativ
gut verwertbare Stickstoffquelle ist. Wie in 4.2.2 und 4.2.3 diskutiert, ist eine generelle
Regulation der Aminoséuretransporter anzunehmen. Daher konnte auch eine Induktion des
betrachteten Gens auf Harnstoff beobachtet werden. Der Aminosdurestoffwechsel ist neben
der generellen Regulation aber feinreguliert, was am Unterschied der Effekte auf Harnstoff
und Prolin sehr deutlich wird. Daher konnte bei der geringfligigen Verdnderung der in vivo-
Konzentrationen der Aminosduren kein Phénotyp beobachtet werden. Ein entsprechendes

Experiment mit Prolin als dereprimierende Stickstoffquelle konnte mehr Erfolg versprechen.

4.4 Vakuolérer Transport und Stre3

Neben ihrer Funktion als Bausteine fiir Proteine sind Aminosduren unter anderem Vorldufer
verschiedener Effektoren, und Metabolite und spielen in Form des Tripeptids Glutathion eine
wichtige Rolle im Redoxgleichgewicht der Zelle. Eine weitere Funktion von Aminoséduren in
Mikroorganismen ist die Akkumulation als kompatible Solute bei hyperosmolarem Stref3
(Yancey et al. 1982). Saccharomyces cerevisiae besitzt eine hohe Speicherkapazitit fiir

Aminoséduren in der Vakuole. Die Vakuole hat eine wichtige, aber noch kaum verstandene
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Funktion bei der Osmoregulation. Neben ionischen Prozessen wie der Akkumulation von
Natrium (geschlossen aus der Osmosensitivitit und einer verdnderten vakuoldren
Morphologie einer nhxI-Deletionsmutante, Nal und Rao 1999, Serrano et al. 1999) und
Aminoséuretransport wire auch die Akkumulation des wichtigsten kompatiblen Soluts bei
hyperosmolarem Stre3, Glycerol, in der Vakuole eine Moglichkeit zur Osmoregulation.

Bei Hitzestre3 akkumuliert Hefe grofe Mengen des kosmotropen Zuckers Trehalose, die
unter normalen Wachstumsbedingungen durch Trehalasen wieder mobilisiert werden. Neben
der cytosolischen Trehalase Nthlp existiert eine vakuoldre Trehalase Athlp, deren Funktion
nicht bekannt ist. Deshalb ist ein Transport und eine Akkumulation von Trehalose in die
Vakuole denkbar.

Diese Fragestellungen wurden mit der in dieser Arbeit beschriebenen Methode zur selektiven

Extraktion von Metaboliten untersucht.

4.4.1 Hyperosmolare Bedingungen

Exponentiell wachsende Zellen wurden vier Stunden bei einer hohen NaCl-Konzentration
inkubiert und permeabilisiert. Es ist zu beachten, dal neben dem hyperosmolaren Strefl auch
die Toxizitdit von Natrium unter diesen Bedingungen eine Rolle spielt. Eine getrennte
Betrachtung dieser Phdnomene wére durch eine Einstellung der Osmolaritidt mit Sorbit und
Vergleich zu NaCl moglich. Neben der Synthese hoher Konzentrationen von Glycerol war
eine Verschiebung aller Aminosduren aus der Vakuole ins Cytosol zu beobachten. Die
basischen Speicheraminosduren waren insgesamt deutlich erhoht. Die Zellen nutzten neben
der Glycerolsynthese die hohe Speicherkapazitit fiir Aminosduren, um die Wasseraktivitit im
Cytosol zu erniedrigen und so den osmotischen Gradienten iiber die Plasmamembran zur
Aufrechterhaltung des Zellturgors ausgleichen. Da unter Normalbedingungen vor allem
basische Aminosduren strikt vakuoldr vorkommen, fiihrt eine Regulation des Transports iiber
den Tonoplasten also auch bei Salzstrell zu wichtigen Anpassungserscheinungen. Goossens et
al. (2001) publizierten wihrend dieser Arbeit einen Einflul des Gen2p/ Gendp-Systems auf
die Natriumtoxizitidt in Hefe. Weiterhin zeigten die Autoren eine Induktion der Gen2p-
abhingigen Aktivierung der generellen Kontrolle des Aminosdurestoffwechsels durch NaCl
und beobachteten eine erhohte Salztoleranz in Deletionsmutanten dieses Aktivierungswegs.
Pascual-Ahuir ef al. (2001) zeigten dagegen eine erniedrigte Toleranz gegen K und Na' in
gen4-Deletionsstimmen und vermuteten als Grund Aminoséurehunger durch Hemmung des
Aminosdureimports durch Na'. Daher postulierten die Autoren, daB eine iibermifBige
Aktivierung des Gen2p-Wegs durch Salz, abhingig von den physiologischen Bedingungen,

zu einem Verlust der Salztoleranz fiihrt. Eine Erkldrung kdnnte der in dieser Arbeit gefundene
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hohe cytosolische Lysingehalt sein, der zu einer Inhibition des Wachstums fiihren kdnnte
(Sumrada und Cooper 1978). Weiterhin wurde hier eine Akkumulation von Aminosduren im
Cytosol gezeigt, was die Beobachtungen von Pascual-Ahuir et al. (2001) erklart.
Aminosduren tragen unter diesen Bedingungen zur Erniedrigung der Wasseraktivitdt im
Cytosol bei. In dieser Arbeit wurde erstmals eine direkte Funktion der Akkumulation und
Kompartimentierung von Aminoséduren bei Salzstre3 dokumentiert. Bei genomweiten Studien
zur Regulation von Genen unter SalzstreB wurde eine Induktion von Genen
aminosdureabbauender Enzyme, darunter des CAR/-Gens (Arginase), gefunden (Rep et al.
2000). AuBerdem wurde bei hyperosmolarem Stre3 eine Induktion einiger Gene des
Glyoxylatzyklus gefunden (Gasch et al. 2000).

Auffillig war die deutlich geringere Akkumulation der Harnstoffzyklusintermediate Ornithin
und Citrullin sowie die leicht erhohte Lysinkonzentration in der trehalasefreien Mutante, was
auf einen regulatorischen Defekt dieses Stamms hindeutet. Um diesen ndher zu
charakterisieren, wéren weitergehende Studien der Induktion und Aktivitdt der Komponenten
des CNM und eine Bestimmung des Anteils lebender Zellen unter Salzstre3 notig.

Die Glycerolverteilung konnte nicht bestimmt werden, da Glycerol zu 100 % im
cytoplasmatischen Extrakt gefunden wurde, was durch eine rein cytoplasmatische
Lokalisierung oder eine Permeabilitit des Tonoplasten fiir Glycerol erklart werden kann. Eine
aktive Aufnahme in vakuoldre Vesikel wurde nicht gefunden (I. Bellahn, personliche
Mitteilung). Eine Anreicherung durch freie Diffusion konnte im Vesikelsystem durch
Beobachtung des Vesikelvolumens im stopped flow-Fluorimeter bei Zugabe von Glycerol zu
fluoreszenzgefirbten Vesikeln gemessen werden (Coury et al. 1999). Eine Erhohung des

Vesikelvolumens kann an der Verdnderung der Fluoreszenzintensitit gemessen werden.

4.4.2 Hitzeschock

Die subzelluldre Verteilung von Trehalose konnte nicht eindeutig bestimmt werden, da eine
freie Diffusion bei selektiver Permeabilisierung nicht sicher gezeigt werden konnte. Obwohl
quantitativ nicht vergleichbar, wurde mit Nystatin und Kupferchlorid ein deutlicher Anteil der
Trehalose in der Vakuole bestimmt. Dabei ist aber zu beachten, dal3 Trehalose ein etwa 3-fach
hoheres Molekulargewicht als Aminoséduren hat, fiir die beide Methoden entwickelt wurden.
Dazu kommt ein ungewohnlich groBes Hydratationsvolumen (Sola-Penna und Meyer-
Fernandes Jr. 1998), das eine freie Diffusion iiber Poren der permeabilisierten Plasma-
membran verhindern konnte. Simola et al. (2000) berichteten von einer Funktion der
Trehalose bei der Proteinfaltung im ER, was eine Lokalisation in diesem Kompartiment

voraussetzt. Um zu bestimmen, ob Trehalose nach Hitzeschock rein cytoplasmatisch vorliegt,
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wurde eine Préparation intakter Vakuolen und eine GC-Analyse der Fraktionen durchgefiihrt.
Bei Anwesenheit hoher Konzentrationen Sorbit oder Saccharose konnte allerdings per GC nur
eine grobe Abschitzung der Trehalosekonzentration vorgenommen werden, flir die
Fraktionen des Dichtegradienten konnte keine Aussage getroffen werden. Hierzu miifite eine
HPLC-Analyse oder eine Vorreinigung der Trehalose oder deren TMS-Derivat durch SP(M)E
durchgefiihrt werden. Uberraschend war der extrem hohe Verlust an Trehalose wihrend der
Protoplastierung der Zellen, auch in der trehalasefreien Mutante, was einen enzymatischen
Abbau ausschliefft. Da bei der Protoplastierung unphysiologische Bedingungen auf die Zellen
einwirken, wére ein unspezifischer Export der Trehalose aus der Zelle denkbar. Neben den
beiden bekannten Trehalaseaktivititen wurde ein Gen identifiziert, das dem der neutralen
Trehalase zu 77 % identisch ist (NTH2, ORF YBR0I06). Allerdings konnte keine
Trehalaseaktivitdt des Genprodukts gefunden werden (Nwaka et al. 1995). Somit konnte
keine Aussage iiber die Trehaloseverteilung getroffen werden.

Nach einem einstiindigen Hitzeschock wurde eine Erhohung des Gesamtgehalts von
Glutamat, Arginin und Alanin in Zellen des Wildtyps gefunden. Diese Beobachtung zeigt eine
streBabhingige Regulation des CNM und einen sehr aktiven Zentralmetabolismus. Da die
Lysinkonzentration nicht erhdht war, ist nicht von einer verstérkten proteolytischen Aktivitét
in der Vakuole auszugehen (siche 4.2.2, 4.2.3). In der trehalasefreien Mutante war Arginin,
vor allem aber Glutamin, deutlich erniedrigt. Da die Synthese von Glutamin ATP-abhingig
ist, deutet dieser Phédnotyp, wie die Aminosdurebestimmung bei Salzstre§ schon vermuten
lieB, auf einen gestorten Zentralmetabolismus hin. Ein Einflu des Umsatzes kompatibler
Solute bei der Adaptation an Salzstre auf den Zentralmetabolismus wurde von Blomberg
(2000) vorgeschlagen: Ein zyklischer Umsatz von Glycerol und Trehalose unter Verbrauch
energiereicher Phosphate konnte bei hyperosmotischem Schock die Zelle vor einem
Verarmen des zelluldren Phosphats und einer metabolischen Deregulation schiitzen. Diese
Idee zeigt, daBl sehr indirekte Mechanismen, die oft nicht intuitiv gefolgert werden konnen,
einen EinfluB auf zentrale Stoffwechselwege haben konnen. Sollte ein derartiger
Mechanismus bei Hitzeschock eine Rolle spielen, wire allerdings eine erhohte Sterberate der
trehalasefreien Mutante zu erwarten gewesen, was nicht beobachtet wurde.

Welche Faktoren an der Regulation des Aminosdurestoffwechsels bei Hitzestrel3 beteiligt sind
und welche physiologische Relevanz eine erhohte Akkumulation der Metabolite unter diesen
Bedingungen hat, ist noch v6llig unklar. Eine Untersuchung der genomweiten Genexpression
nach Hitzeschock zeigte eine Repression vieler Gene der Aminosdurebiosynthese, lediglich

das ARG3-Gen, codierend fiir die Ornithincarbamoyltransferase, war induziert. Weiterhin
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wurde eine Induktion des CARI-Gens, codierend fiir die Arginase gefunden. (Gasch et al.
2000, Causton et al. 2001). Spezifische Untersuchungen der Enzymaktivititen und
Genregulation des Aminosdurestoffwechsels nach Hitzeschock stehen noch aus, so daf kein
Modell vorgeschlagen werden kann. Die Aminosdureverteilungen unter Strefbedingungen
zeigten allerdings, daB der Aminoséurestoffwechsel nicht nur durch Anderungen der

Nahrstoffversorgung sondern auch spezifisch durch andere StreBbedingungen reguliert wird.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden physiologische Studien zur metabolischen Kompartimentierung in
Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt. Ziel war die in vivo Charakterisierung vakuoldrer
Transportprozesse und die Untersuchung von Deletionsstimmen putativer vakuolérer

Aminosduretransporter.

1. Es wurde eine neue, einfache Methode zur selektiven Permeabilisierung der
Plasmamembran von Saccharomyces cerevisiae etabliert. Diese Methode ist fiir die
Bestimmung der vakuolédren und cytosolischen Anteile von Aminosduren und Polyaminen
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen anwendbar. Allerdings wurde fiir
Glutamat und Aspartat eine schlechte Reproduzierbarkeit der Extraktion gefunden.

2. Mit der neu etablierten Methode wurde die Aminosdureverteilung verschiedener
Deletionsstimme putativer Aminoséduretransporter unter verschiedenen physiologischen
Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp bestimmt. Es konnten allerdings keine neuen
Transporter beschrieben werden, was zeigt, daB in Saccharomyces cerevisiae ein
phénotypisches screening auf Transportdefekte nur unter sehr spezifischen Bedingungen
erfolgreich ist.

3. Durch Bestimmung der subzelluliren Aminosdureverteilung in Abhédngigkeit von der
Wachstumsphase in batch-Kulturen konnte eine deutliche Abhdngigkeit der Stickstoft-
assimilation von der Wachstumsphase beschrieben werden. Die beobachtete Abhéngigkeit
legt eine enge Verkniipfung mit dem Kohlenhydratstoffwechsel nahe.

4. Durch die zeitabhidngige Messung der Aminosdureverteilung nach einem shift auf
Medien mit mangelnder Stickstoffversorgung konnte in vivo die Mobilisierung der
vakuoldren Aminosdurespeicher (Arginin, Ornithin) dokumentiert werden; Lysin
akkumulierte unter diesen Bedingungen. Aufgrund der unterschiedlich stark ausgeprigten
physiologischen Reaktionen konnte die Verwertbarkeit verschiedener Stickstoffquellen in
steigender Reihenfolge eingeordnet werden:

Ammonium > Harnstoff > Prolin (> Stickstofthunger).

5. Nach Uberfiihren stickstoffgehungerter Kulturen auf Ammonium wurde in vivo die
Assimilation von Stickstoff anhand der Aminosdureverteilung dokumentiert. Eine schnelle
transiente Akkumulation basischer Aminosduren direkt nach upshift zeigte neben der gut

charakterisierten Induktion der biosynthetischen Gene eine Regulation auf Proteinebene.
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6.

Es konnte erstmals in vivo gezeigt werden, dal bei hoher NaCl-Konzentration
gewachsene Zellen Aminosduren als kompatible Solute nutzen. Es wurde eine Erhéhung
der Konzentration basischer Aminosduren bei gleichzeitiger Verschiebung aller
Aminoséuren ins Cytosol beobachtet.

Bei Hitzeschock wurde eine Erhohung der Konzentration metabolisch zentraler
Aminosduren gefunden. Die subzellulire Verteilung der Aminosduren war nicht
verdndert.

Fiir eine trehalasefreie Mutante wurde auf einen metabolischer Defekt unter Hitzestref3
aufgrund der drastisch verringerten Konzentration von Glutamin geschlossen. Ein
Unterschied der Lebensfahigkeit der Zellen nach Hitzeschock im Vergleich zum Wildtyp
wurde nicht beobachtet. Unter hyperosmolaren Bedingungen wurde eine deutlich
verringerte Akkumulation von Ornithin und Citrullin in der Mutante gemessen. Weiterhin
wurden Hinweise auf eine teilweise vakuoldre Lokalisation von Trehalose bei Hitzestrel3

gefunden.
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6 Anhang

6.1 CBS-Medium nach Verduyn et al. (1992):

1000 x Vitaminlosung:

D-Biotin 0,05¢
Ca-D-Panthotenat 1,00 g
Nikotinsdure 1,00 g
myo-Inositol 25,00 g
Thiaminhydrochlorid 1,00 g
Pyridoxalhydrochlorid 1,00 g
p-Aminobenzoesdure 0,20 g

Biotin wurde in 10 ml 0,1 M NaOH geldst, mit Reinstwasser auf 0,75 1 aufgefiillt und der pH
mit 1 M HCl auf 6,5 eingestellt. Danach wurden unter pH-Kontrolle alle weiteren
Bestandteile einzeln zugesetzt. Das Gesamtvolumen wurde mit Reinstwasser auf 1 1
aufgefillt, der pH erneut kontrolliert. Die sterilfiltrierten Aliquots konnten 6 Monate bei 4°C
gelagert werden.

1000x Spurenelementlosung:

Na,EDTA 15¢
ZnS0,-7H,0 45¢
MnCl,-2H,0 1,0g
CoCl,-6H,0 03¢g
CuS04-5H,0 03¢
Na,Mo0O4-2H,0 04¢g
CaCl,-2H,0 45¢
FeSO47H,0 30g
H;BO; 1.0g
KI 0,1¢g

EDTA und Zinksulfat wurden in 0,75 1 Reinstwasser gelost und der pH mit 1 M NaOH auf
6,0 eingestellt. Alle weiteren Komponenten wurden einzeln unter pH-Kontrolle geldst und der
pH mit 1 M HCI auf 4,0 eingestellt. Sterilfiltrierte Aliquots wurdenbei 4 °C im Dunkeln
aufbewahrt.

10x Natriumsuccinatpuffer
Bernsteinsédure 100 g/ 1

Der pH wurde mit 6M NaOH auf 5,5 eingestellt, auf 1 1 mit destilliertem Wasser aufgefiillt
und die sterilfiltrierte Stammldsung bei 4 °C gelagert.
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5x Kaliumphtalatpuffer

Kaliumhydrogenphtalat 100 g/ 1

Der pH wurde mit 6M KOH auf 5,5 eingestellt, auf 1 I mit destilliertem Wasser aufgefiillt und
die sterilfiltrierte Stammldsung bei 4 °C gelagert.

5x Natrium-Kaliumphtalatpuffer

Kaliumhydrogenphtalat 100 g/ 1

NaOH 12 g/1

Der pH wurde mit 6M KOH auf 5,5 eingestellt, auf 1 1 mit destilliertem Wasser aufgefiillt und
die sterilfiltrierte Stammldsung bei 4 °C gelagert.

6.1.1 Standardzusammensetzung

Glucose 20,0 g
(NH4)2SO4 50¢g
KH,POy4 3.0g
MgSO47H,O 05¢
1000x Vitaminldsung 1 ml
1000 Spurenelemente 1 ml
Uracil 0,05¢
Pufferstammldsung 0,1 I (10x Stammldsung) bzw. 0,2 1 (5x Stammlosung,
optional)

ad 11 deionisiertes Wasser

Das Medium wurde sterilfiltriert nicht langer als 3 Wochen bei 4°C gelagert.
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6.2 Permeabilisierungskinetik

Die kompletten Daten des in 3.1.2 beschriebenen Experiments sind in Tabellenform wiedergegeben.

Tabelle 15 Permeabilisierungskinetik, Aminosduren im Permeabilisat.

Inkubations- 0 1 5 10 15 AufschluB
zeit [min]
Aminoséaure Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische
Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration [umol/
[umol/ g BTM] [umol/ g BTM] [umol/ g BTM] [umol/ g BTM] [umol/ g BTM] g BTM]
Asp 0,0 +- 0,0 06 +/-~ 0,2 1,9 +/- 01 3,7 +- 01 50 +- 0,2 8,7 +- 49
Glu 00 +- 0,0 20 +/-~ 05 6,1 +/- 0,2 17,5 +/- 0,8 223 +- 0,1 71,4 *- 48
Asn 0,0 +- 0,0 0,2 +/-~ 0,1 08 +-~ 0,0 1,4 +/- 01 15 +- 0,0 6,2 +- 0,3
Ser 0,0 +- 0,0 1,1 +/-~ 0,3 35 +- 0,0 50 +/-~ 0,1 53 +- 0,1 190 +- 0,1
GIn 0,0 +/- 0,0 1,5 +- 0,6 86 +/- 0,1 141 +/- 01 14,9 +- 011 36,7 +- 27
His 0,0 +- 0,0 0,0 +- 0,0 0,0 +- 0,0 00 +- 0,0 0,0 +- 0,0 26 +- 04
Gly 0,0 +- 0,0 1,0 +- 0,3 30 +- 0,0 3,7 +- 0.1 40 +- 0,0 149 +- 0,7
Thr 0,0 +- 0,0 06 +/-~ 0,2 21 +/- 01 38 +- 0,2 41 +- 0,2 76 +- 03
Arg 0,0 +- 0,0 1,0 +/- 0,2 1,7 +/- 01 35 +- 02 6,1 +- 0,1 102,8 +- 272
Tyr 0,0 +- 0,0 0,2 +/-~ 0,1 0,2 +-~ 0,0 03 +-~ 0,0 0,3 +- 0,0 3,3 +- 0,0
Ala 00 +- 0,0 23 +/- 0,5 10,2 +/- 0,6 14,3 +/- 0,1 143 +- 0,1 329 +- 06
Trp 0,0 +- 0,0 0,0 +- 0,0 01 +/-~ 0,1 0,2 +- 0,1 02 +- 0,1 16 +- 0,0
Met 0,0 +- 0,0 0,0 +- 0,0 01 +/-~ 01 0,2 +- 01 0,2 +- 0,0 23 +- 0,0
Val 0,0 +- 0,0 0,2 +- 01 0,7 +/- 0.1 1,3 +/- 01 16 +- 0,1 12,0 +- 0,7
Phe 0,0 +- 0,0 0,0 +- 0,0 01 +/-~ 0,1 01 +/~ 0,0 0,1 +- 0,0 3,5 +- 0,2
lle 0,0 +- 0,0 0,2 +/-~ 0,1 0,5 +-~ 0,1 06 +/-~ 0,1 0,7 +- 01 72 +- 0.2
Leu 0,0 +- 0,0 0,3 +- 0,0 06 +/-~ 0,1 0,7 +- 01 0,8 +- 0,1 86 +- 0,3
Orn 0,0 +- 0,0 20 +- 0,2 1,3 +/- 0,2 34 +/- 07 46 +- 0,9 36,3 +- 1,0
Lys 0,0 +- 0,0 06 +-~ 0,0 04 +/-~ 0,0 1,0 +- 0,2 1,3 +- 0,1 21,3 +- 0,3
Gesamt 0 +/- 0 13,8 +/- 3,4 41,9  +/- 2 74,8 /- 3,2 87,3 +/- 23 398,9 +/- 19,7
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Tabelle 16 Permeabilisierungskinetik, Aminosduren im Zellpellet.

Inkubations- 0 1 5 10 15 AufschluB
zeit [min]
Aminoséaure Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische

Konzentration
[umol/ g BTM]

Konzentration
[umol/ g BTM]

Konzentration
[umol/ g BTM]

Konzentration
[umol/ g BTM]

Konzentration
[umol/ g BTM]

Konzentration
[umol/ g BTM]

Asp 112 +- 02 10,7 +- 03 9,7 +- 05 51 +- 0,3 34 +- 00 87 +- 49
Glu 586 +- 53 53,9 +- 0,2 421 +- 28 225 +- 32 16,4 +- 0,0 714 +- 48
Asn 54 +- 02 48 +- 0,0 45 +- 08 36 +- 02 38 +- 0,2 6,2 +- 03
Ser 15,3 +- 06 14,5 +- 06 13,0 *+- 1,0 11,1 +- 08 12,5 +- 22 19,0 +- 0,1
Gin 346 +- 0,2 323 +- 0,2 277 +- 14 224 +- 40 251 +- 0.1 36,7 +- 27
His 01 +- 0,0 0,0 +- 0,0 0,0 +- 0,0 00 +- 0,0 0,0 +- 0,0 0,0 +- 0,0
Gly 1,2 +- 04 1,1 +- 01 81 +- 06 72 *- 05 84 +- 19 149 +- 07
Thr 81 +- 0,3 76 +- 01 75 +- 02 40 +- 0.1 35 +- 0.2 76 +- 03
Arg 948 +- 29 85,8 +- 0,8 86,1 +- 41 84,2 +- 6,8 89,5 +- 23 102,8 +- 22
Tyr 25 +- 0,8 24 +- 0,1 25 +- 03 22 +- 02 22 +- 03 33 +- 00
Ala 241 +- 62 250 +- 0,2 171 +- 12 132 +- 18 151 +- 11 329 +- 06
Trp 1,8 +- 02 1,3 +- 0,1 1,1 +- 0,0 1,0 +- 0,1 1,0 +- 0,1 16 +- 0,0
Met 22 +- 00 1,7 +- 0,0 16 +- 02 25 +- 18 1,4 +- 00 23 +- 0,0
Val 95 +- 0,2 82 +- 0,2 78 +- 10 6,8 +- 0,0 74 +- 06 12,0 +- 07
Phe 39 +- 0,0 26 *- 0,1 26 +- 04 21 +- 03 21 +- 03 35 +- 0.2
lle 6,2 +- 0,0 50 +- 0,1 50 +- 0,7 43 +- 05 45 +- 04 72 +- 0.2
Leu 73 - 0,1 59 +- 0,2 57 +- 09 50 +- 0,8 51 +- 04 86 +- 03
Orn 343 +- 06 31,1 +- 05 29,7 +- 0,7 28,8 +- 24 30,3 +- 13 36,3 +- 1,0
Lys 189 +- 03 172 +- 05 165 +- 04 162 +- 05 16,8 +- 1,1 213 +- 03
Gesamt 3311 *- 182 3039 *t/- 38 2718 - 16,8 2260 t/- 238 2317 t- 114 3750 */- 19,0
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Tabelle 17 Permeabilisierungskinetik, Aminosduren im Permeabilisat. Vor der Permeabilisierung wurden 57,8 umol/ g BTM jeder Aminoséure zugegeben.

Inkubations- 0 1 5 10 15 Aufschlu
zeit [min]
Aminoséaure Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische

Konzentration
[pmol/ g BTM]

Konzentration
[pmol/ g BTM]

Konzentration
[pmol/ g BTM]

Konzentration
[umol/ g BTM]

Konzentration

[umol/ g BTM]

Konzentration
[pmol/ g BTM]

Asp 66,1 +- 0,5 63,8 +- 0,1 537 +- 05 31,7 +- 9.2 17,8 +- 9,0 71,0 +- 05
Glu 58,9 +/- 0,0 552 +/- 0,8 744 +- 16 449 +- 66 437 +- 137 105,8 +- 0,0
Asn 651 +- 0,4 66,3 - 1,7 56,6 +- 1,9 426 +- 77 291 +- 57 68,8 +- 0,4
Ser 67,9 *- 46 62,8 - 05 556 +- 2,8 330 +- 9.2 18,7 *- 7.3 71,8 +- 46
GIn 63,1 +- 0,2 61,7 +- 1,2 850 +/- 184 543 +- 6,8 48,7 *- 6,8 777 t- 19
His 63,7 - 1,2 650 +- 1,8 57,4 +- 0,2 58,3 +/- 0,1 60,9 +- 23 67,9 *- 72
Gly 59,3 +/- 0,6 619 +- 14 645 +- 06 599 +- 1,2 62,3 +- 1,1 73,3 +- 06
Thr 68,3 +- 1,3 64,9 +- 1,9 63,5 +- 0,9 656 t- 12 63,5 +- 26 64,3 +- 12
Arg 61,9 +- 1,0 61,3 +- 3,1 653 +- 73 57,8 +- 14 67,4 +- 37 68,3 +- 23
Tyr 60,2 +- 0,8 61,4 +- 15 59,3 +/- 2,6 545 +- 1,9 52,7 +- 0,3 64,1 +- 0,8
Ala 61,7 *- 0,6 62,4 +- 15 749 +- 21 63,3 - 3,0 652 +- 1,0 89,6 *- 0,6
Trp 652 +- 0,6 66,0 *- 15 64,4 +- 12 59,7 +- 23 56,4 +- 0,4 68,8 +- 0,6
Met 60,5 */- 0,5 60,5 +- 1,1 582 +- 21 56,0 +- 1,1 56,2 +/- 0,9 64,6 *- 0,5
Val 715 +- 05 729 +- 21 70,8 +- 26 66,4 t- 14 675 *- 0,6 838 +/- 0,5
Phe 62,3 *- 0,6 63,6 - 1,7 61,9 +- 1,8 59,0 +- 0,8 59,4 +- 0,8 66,6 +- 0,6
lle 63,1 +- 0,3 64,3 *+- 15 62,3 +- 23 583 *- 14 579 +- 0,2 71,3 +- 03
Leu 60,2 +- 0,5 61,0 +- 14 60,0 +- 24 56,3 *- 1,5 555 +/- 0,1 69,7 *- 0,5
Orn 60,1 +- 1,1 59,4 +- 1,7 64,4 +- 24 58,5 *- 0,7 67,0 *- 15 950 +- 1,1
Lys 59,8 +- 0,3 59,5 +- 17 59,0 +- 16 56,6 +- 0,9 59,2 +/- 0,8 81,4 +/- 0,3
Gesamt 1139,1 +- 153 11344 +- 265 11522 +- 537 9801 */- 575 9499 +/- 580 13424 *I- 242




-Anhang-

6.3 Dynamische Bestimmung von Aminoséaureverteilungen

In den folgenden Tabellen sind die kompletten Daten der in 3.3 beschriebenen Experimente

aufgefiihrt.

6.3.1 Shift auf 10 mM L-Prolin

Tabelle 18 Gesamte Daten des shift-Experiments auf 10 mM L-Prolin.

t [h] nach 0 0,5
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 13,8 +- 0,2 624 +- 05 82 *- 23 66,4 +- 05
Glu 69,3 */- 3,6 63,1 +- 06 84,7 +*/- 34 76,9 +- 23
Asn 51 +- 0,8 346 *- 11,0 44 +- 04 49,7 +- 3.8
Ser 335 *- 42 559 +/- 53 19,8 +- 75 491 +- 35
Gin 216 +- 12 326 *- 3,0 6,1 +- 05 382 +- 39
His 76 *- 02 733 *- 25 54 +- 0,2 716 *- 64
Gly 225 +- 17 369 *- 45 12,9 +- 50 358 *+- 1,2
Thr 11,2 +- 11 449 +- 52 6,8 *- 1,1 55,5 */- 0,5
Cit 37 +- 03 63,2 +- 38 09 +*- 0,0 704 *- 24
Ala 32,7 +- 35 321 +- 16 13,0 +- 28 52,7 +- 29
Arg 830 *- 56 786 *t- 24 97,1 +- 3,0 924 +- 05
Tyr 58 */- 05 711 *- 26 40 +- 05 70,7 *- 25
Val 78 *- 09 616 *+- 56 58 +- 0,8 57,3 +- 49
Met 1,9 +- 02 68,9 +- 10,9 1,5 +- 0,1 50,8 */- 93
Trp 1,4 +- 0,1 64,0 +- 10,3 08 *- 0,1 50,6 */- 11,0
Phe 49 +- 06 525 +- 70 35 *- 04 66,9 +- 6,1
lle 55 *- 07 68,1 *- 70 46 +- 06 651 *- 6,2
Orn 143,3 +/- 87 76,4 */- 40 138,0 +/- 6,9 90,2 */- 25
Leu 84 *- 12 67,0 +- 6,0 77 *- 09 66,8 */- 3,6
Lys 31,2 +*- 0,9 783 */- 35 40,3 +- 0,8 876 +- 39
Pro 94 *- 23 354 *- 70 33,3 */- 6,1 27,7 *- 25

Gesamt 5236 t+- 224 645 *- 13 498,7 *+- 2972 726 *- 29
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Tabelle 18 Fortsetzung

t [h] nach 2
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 16,0 *- 14 77,7 *- 27 18,8 */- 0,6 886 +- 0,9
Glu 1142 +- 11,2 76,0 +- 25 131,8 +- 24 90,4 */- 0,3
Asn 48 +- 04 55,8 +- 20 49 +- 0.1 63,0 +- 27
Ser 150 +- 1.2 55,4 +- 32 18,7 +/- 35 64,2 +- 3,8
Gin 78 - 07 347 +- 05 16,9 */- 04 654 +- 13
His 48 +- 04 76,4 +- 38 51 +- 0,3 81,4 +*- 09
Gly 11,3 +- 07 414 +- 29 12,3 +- 15 50,2 +- 15
Thr 73 *- 05 61,2 +- 35 82 +*- 06 67,7 +- 0,9
Cit 1,9 +- 01 66,9 *- 99 1,6 +- 0,0 80,8 +/- 54
Ala 15,0 +- 1.2 496 *- 24 175 *- 0,8 58,5 +- 19
Arg 844 +- 73 934 +- 34 73,0 +- 13 98,9 +- 20
Tyr 42 +- 0,3 78,7 - 27 53 +- 02 85,7 +- 0,8
Val 6,0 *- 03 629 +- 26 6,2 *- 03 73,1 +- 16
Met 1,7 +- 0,0 69,9 *- 25 1,4 +- 00 784 - 25
Trp 0,9 +*- 01 63,0 +- 16,0 1,1 +- 0.1 69,2 +/- 6,8
Phe 36 *- 01 75,3 +- 16 37 *- 02 80,1 +- 20
lle 50 +- 02 738 +- 11 49 +- 02 80,1 +- 15
Orn 110,7 +- 11,8 88,1 *- 22 1040 +- 19 93,0 *- 05
Leu 77 +- 04 771 +- 18 74 +- 0,3 81,1 +- 16
Lys 50,3 +/- 47 89,4 +- 24 55,2 +/- 0,9 93,8 +- 0,6
Pro 775 +- 316 16,3 *- 05 46,3 +/- 0,7 421 +- 33
Gesamt 5499 *+- 426 710 t- 15 5443 t- 109 832 *- 03
t [h] nach 4
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[pmol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 18,2 +/- 0,8 879 +- 25 19,3 +- 19 89,2 +/- 3,0
Glu 121,3 +- 47 91,9 *- 12 123,11 +- 115 920 +- 14
Asn 50 +- 02 615 *- 19 56 *- 05 66,3 *- 25
Ser 185 +- 07 69,8 +- 26 184 +- 13 719 +- 40
GIn 159 +- 13 60,6 +- 29 171 +- 0,8 63,9 +- 23
His 49 +- 02 824 *- 13 52 +- 04 841 +- 27
Gly 116 *- 05 488 +- 272 1,2 +- 0,8 536 *+- 32
Thr 76 *- 04 64,8 +- 26 83 *- 04 69,4 +/- 33
Cit 1,3 +- 0,1 79,9 +- 13 1,1 +- 0,11 83,1 +/- 9,1
Ala 15,7 +- 1,0 63,5 +- 26 18,2 +/- 0,8 675 +- 3,3
Arg 652 *- 36 97,6 *- 04 64,9 +- 63 97,6 *- 06
Tyr 64 *- 02 86,9 +- 16 77 *- 07 89,7 +/- 25
Val 53 +- 0,2 78,0 +- 23 55 +*- 05 81,5 +- 26
Met 1,3 +- 01 80,1 */- 39 1,5 +- 01 83,8 +- 17
Trp 1,2 +- 01 88,3 *- 05 1,4 +- 01 89,8 +*- 0,8
Phe 33 *- 02 79,8 +- 21 36 *- 03 83,3 +- 17
lle 41 +- 02 79,3 +- 07 43 +- 04 821 +- 29
Orn 103,9 +/- 50 940 */- 06 115,8 +- 82 952 +- 15
Leu 70 +- 03 812 +*- 12 75 +- 07 84,7 *- 24
Lys 56,7 +- 33 95,6 +- 04 62,8 +- 58 96,2 +- 14
Pro 26,7 +- 3,3 519 +/- 138 260 +- 49 487 +/- 6,0
Gesamt 5011 */- 225 849 *t- 15 5284 *t/- 457 86,0 *t- 20
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Tabelle 18 Fortsetzung

t [h] nach 6 8
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 15,7 *- 0,8 86,5 *- 15 146 *- 05 89,0 *- 24
Glu 108,3 +- 3,7 91,3 +- 11 106,8 +- 55 949 +- 07
Asn 6,0 *- 02 63,5 +- 22 6,2 +- 04 712 +- 16
Ser 12,0 +- 05 63,0 *- 21 15 +- 1,0 67,1 *- 18
Gin 146 *- 0,9 59,5 +- 24 175 *- 1.2 649 *- 12
His 52 +- 0,1 83,0 *- 21 55 +- 02 86,5 */- 05
Gly 11,0 +- 0,6 50,7 +- 23 10,3 +/- 0,7 543 +- 31
Thr 78 +- 03 654 *- 21 76 *- 06 71,7 +- 15
Cit 0,8 +- 0,0 78,7 +- 49 0,8 +- 0,0 76,7 +- 50
Ala 16,1 *- 14 794 +- 54 15,4 *- 29 70,0 +/- 52
Arg 438 +- 10 939 +- 15 413 +- 17 98,1 +- 0,2
Tyr 79 +- 03 89,4 *- 22 82 +- 03 926 *- 13
Val 55 +- 02 741 +- 24 55 +- 05 784 *- 10
Met 1,3 +- 01 83,0 *- 29 1,3 +- 01 854 *- 28
Trp 1,4 +- 00 89,3 +/- 45 1,4 +- 0.1 89,6 +- 27
Phe 36 +- 02 80,6 */- 24 35 +- 03 842 +*- 18
lle 42 +- 03 80,8 *- 19 41 +- 05 83,8 *- 21
Orn 1525 +- 56 943 +- 14 182,7 +- 125 96,5 *- 0,3
Leu 8,7 *- 05 86,2 +- 18 88 +*- 08 889 +/- 15
Lys 571 +*- 25 949 +- 12 58,6 */- 20 95,8 +*/- 0,9
Pro 61,1 */- 136 58,8 */- 6,2 62,2 *+/- 188 81,9 */- 105
Gesamt 5446 *t- 165 846 t- 20 5739 t- 120 893 - 10
t [h] nach 10 12
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[pmol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 14,8 +- 04 91,7 */- 0,2 14,8 +- 04 89,2 +- 21
Glu 108,4 +- 24 959 +/- 01 106,7 +- 29 944 +- 17
Asn 57 +- 0,1 702 +- 14 58 +- 0,1 747 +- 19
Ser 144 +/- 0,3 745 +- 09 145 +/- 0,9 754 +- 09
Gin 18,3 */- 0,8 69,0 */- 07 17,3 *+- 1.2 748 +- 17
His 52 +- 0,1 88,3 *- 09 51 +- 0,1 86,2 *- 20
Gly 10,9 +*- 0,3 59,2 +- 14 10,5 *- 0,6 624 *- 17
Thr 78 *- 02 716 +- 09 82 +*- 03 75,0 +- 07
Cit 0,8 +- 0,1 81,3 */- 16,5 0,8 +- 0,1 86,1 */- 13,6
Ala 12,7 *- 07 685 *- 14 125 +- 07 701 +- 44
Arg 572 +*- 16 986 */- 0,2 54,7 +- 12 96,4 *- 16
Tyr 79 *- 01 940 +/- 0,6 79 +*- 02 90,9 +- 21
Val 49 +/- 02 80,9 *- 13 51 +- 0,1 81,0 *- 29
Met 1,3 +- 01 474 +- 59 1,3 +- 01 36,3 +- 23
Trp 1,1 +- 01 750 +- 6,2 1,1 +- 0,0 68,2 *- 32
Phe 2,9 *- 01 781 +- 11 29 +- 0,1 744 +- 45
lle 36 +- 0,1 80,2 *- 24 36 +- 0,1 76,6 *- 20
Orn 168,3 +/- 3,7 974 +*- 02 1774 +- 93 947 *- 22
Leu 6,3 +- 02 846 *- 12 6,2 +- 02 80,9 */- 37
Lys 62,2 - 24 96,1 +- 1,2 61,0 +- 12 93,8 +- 27
Pro 293 +*/- 53 60,7 *- 15 38,7 *- 25 76,0 *+- 41
Gesamt 544,0 t- 147 904 *- 08 556,1 t/- 223 89,0 - 21
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Tabelle 18 Fortsetzung

t [h] nach 20,5 21
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 11,8 +- 0,3 929 +- 37 13,8 +- 0,8 943 +- 10
Glu 99,4 +/- 1,4 988 +- 02 93,7 *- 22 986 */- 0,2
Asn 6,2 - 06 942 +- 05 77 *- 03 936 +- 0,9
Ser 134 +/- 0,5 820 +- 87 171 +- 05 878 +- 13
GIn 19,2 +- 24 945 +- 04 90,4 +/- 44 927 +- 20
His 53 +- 02 939 +*- 13 89 +- 03 954 +/- 0,8
Gly 11,0 +/- 14 770 *- 53 135 +- 07 80,8 +/- 20
Thr 8,7 - 0,7 904 +- 31 11,2 +- 0,1 90,5 +- 14
Cit 0,5 +- 0,0 744 +- 145 1,1 +- 0,1 88,0 +/- 50
Ala 11,8 +/- 0,3 880 *- 1.2 29,7 +*- 373 83,0 *- 36
Arg 48,8 +/- 21 992 +- 04 50,7 +/- 54 98,9 +- 0,2
Tyr 7,0 +- 01 954 +- 22 144 +- 10 979 +- 0,2
Val 55 +- 0,5 905 +- 34 85 +*- 04 923 +- 172
Met 1,3 - 01 691 *- 115 1,6 +- 0,0 814 +*- 61
Trp 1,2  +- 00 813 +- 118 31 *- 02 93,8 +/- 33
Phe 2,7 - 05 849 +- 50 47 +- 04 89,5 +- 26
lle 3,5 +- 06 859 +- 41 52 +- 01 89,2 +- 1.2
Orn 1751 +/- 26,6 984 +- 05 1924 +- 142 984 +*- 0,3
Leu 59 - 10 886 *+- 34 85 *- 05 93,1 +- 15
Lys 63,6 +/- 42 985 +- 0,8 60,3 +/- 35 98,7 +- 05
Pro 18,6 +/- 39 672 *+- 68 85 +*- 07 855 +/- 28
Gesamt 5205 *t- 30,9 958 t- 12 6450 t- 329 957 *t/- 06
t [h] nach 21,5 22,5
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[pmol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 10,8 +/- 0,1 90,4 +- 13 121 +- 0,3 91,7 +- 0,8
Glu 105,8 +/- 0,8 972 +- 0,3 104,7 +- 23 96,8 +- 0,2
Asn 76 - 02 843 *- 26 74 +- 03 828 *- 16
Ser 226 +- 04 824 +- 15 23,8 +- 07 825 +- 20
GIn 118,6 +- 1.4 91,8 +- 27 923 +- 46 89,2 +- 04
His 10,0 +- 0,2 94,7 +- 0,2 93 +- 0,2 928 +/- 0,3
Gly 14,8 +- 06 70,1 +- 31 16,6 *- 0,8 715 +- 36
Thr 132 +- 04 83,8 +- 24 152 +/- 05 823 +- 17
Cit 1,5 +- 0,1 100,0 +/- 0,0 24 *- 01 941 +/- 83
Ala 248 +/- 0,3 76,6 +- 438 247 +- 10 722 +- 45
Arg 545 +/- 25 98,7 *- 0,2 58,7 +*- 0,8 96,5 *- 0,3
Tyr 145 +/- 05 96,1 +- 04 149 +/- 0,2 948 +/- 0,1
Val 83 +*- 03 89,2 +/- 0,6 88 +*- 03 89,4 +/- 0,8
Met 1,6 +- 0,1 83,8 +/- 373 1,8 +- 0,1 86,3 +/- 3,7
Trp 35 +- 03 934 *- 34 34 +- 0,1 90,4 *- 72
Phe 48 +- 0.1 81,7 +- 15 50 +*- 02 841 +/- 05
lle 52 +- 01 89,9 +/- 0,8 55 +- 0,2 90,9 +- 0,2
Orn 279,9 +- 120 979 +- 04 288,0 +*- 49 93,7 +- 0,6
Leu 9,0 +- 0,1 90,3 */- 0,9 10,0 +*/- 0,3 91,0 +*/- 0,0
Lys 480 +- 26 98,0 +- 0,3 382 +- 14 953 +/- 0,9
Pro 6,7 *- 12 847 +/- 6,8 6,0 *- 03 91,8 +/- 0,2
Gesamt 7657 t- 171 945 *+- 06 7488 /- 10,0 91,8 - 01
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Tabelle 18 Fortsetzung

t [h] nach 24,5 26,5
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 146 +*- 08 86,1 *- 28 143 +- 05 88,3 +/- 0,1
Glu 96,8 *+- 26 916 *- 04 80,6 *- 0,8 924 +- 04
Asn 6,1 *- 02 69,9 +- 15 74 *- 01 820 +/- 30
Ser 26,7 +- 75 732 +- 06 219 +- 0,2 824 +- 15
Gin 60,0 */- 6,1 70,8 +- 29 30,5 +- 0,6 719 +- 41
His 89 +- 07 87,8 *- 21 86 *- 04 89,8 +*/- 01
Gly 219 +- 26 575 +- 05 19,3 +- 07 69,7 *+/- 36
Thr 179 +- 0,3 69,9 +- 20 188 +/- 0,6 797 +- 19
Cit 42 +- 02 849 *- 12 56 +*- 06 91,4 +/- 05
Ala 346 +- 09 51,1 +- 37 36,3 *- 08 58,3 +/- 0,0
Arg 79,6 +- 52 91,3 +- 17 950 +- 31 89,2 +/- 0,8
Tyr 109 +/- 0,8 90,6 +- 2,1 77 *- 02 91,4 +/- 0,1
Val 10,9 +- 0,1 792 +- 16 12,0 +- 04 870 +- 14
Met 31 +- 04 80,5 *- 76 3,7 +- 0,1 915 +*- 0,8
Trp 22 *- 01 78,8 +- 69 2,1 *- 01 86,4 +/- 15
Phe 51 +- 05 76,0 +- 47 59 +- 0,2 83,7 +- 1,0
lle 6,1 +- 07 81,6 *- 43 79 +- 03 88,9 +/- 0,5
Orn 350,2 +*/- 19,6 90,7 */- 0, 313,8 *- 75 850 *- 16
Leu 120 +- 12 853 +- 3,0 141 +- 0,3 88,8 +/- 05
Lys 38,1 +- 27 89,8 +- 272 404 +- 04 88,0 +- 0,7
Pro 1,4 +- 01 952 +/- 38 1,4 +- 0.2 96,7 +- 0,3
Gesamt 811,3 +- 411 855 *- 00 7473 *t- 79 84,3 *- 03
t [h] nach 28,5 48,5
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 352 +- 0,9 948 +/- 05 282 +- 21 97,0 +- 0,3
Glu 1049 +- 6,2 97,2 +*- 0,3 2785 +- 30 98,5 +/- 0,1
Asn 125 +- 3,9 782 +- 27 58 +- 23 62,9 *- 44
Ser 248 +- 36 86,4 +/- 10 195 +/- 0,3 857 +- 18
GIn 23,6 +- 59 80,0 +- 26 1444 +- 86 874 +- 14
His 136 - 11 95,7 *- 04 20,8 +/- 0,5 96,6 +- 0,3
Gly 19,1 +- 25 701 +- 23 16 *- 0.2 78,7 +- 26
Thr 20,8 +- 26 76,1 +- 29 13,3 +/- 0,3 81,3 +- 29
Cit 92 +- 04 952 +- 04 39 +- 02 941 +- 07
Ala 870 +- 24 571 +- 75 212 +- 05 743 +- 30
Arg 1719 +- 59 944 +*- 06 1796 +- 78 96,1 *- 05
Tyr 170 +- 19 947 +- 0,3 6,9 *- 01 93,8 +- 0,7
Val 174 +- 3,3 88,3 +/- 0,6 70 +- 03 885 +- 16
Met 40 +- 07 86,6 */- 56 1,8 +- 0,1 820 +- 28
Trp 22 *- 05 856 */- 8,0 0,8 +- 0,0 833 *- 34
Phe 88 +*- 16 876 - 24 46 +- 0,3 86,7 +- 14
lle 11,9 +- 27 90,2 +- 17 251 +- 12 947 +- 05
Orn 2058 +/- 51 942 +- 06 196,1 +- 76 96,1 +- 0,3
Leu 19,2 +- 41 90,2 *- 14 74 +- 05 91,1 +- 12
Lys 384 +- 51 934 +- 16 332 +- 12 947 +- 0,7
Pro 6,4 *- 11 68,9 +/- 16,3 120 +- 22 90,3 +- 272
Gesamt 853,9 *t/- 570 894 *t- 09 1022 /- 16,7 938 *- 05
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6.3.2 Shift auf Medium ohne Stickstoffquelle

Tabelle 19 Gesamte Daten des shift-Experiments auf CBSS-Medium ohne Stickstoffquelle.

t [h] nach 0 0,5
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 15,2 +- 0,2 80,2 +- 0,5 46 +- 03 714 *- 63
Glu 854 +- 1,5 89,8 +- 0,8 622 *- 22 850 +- 13
Asn 66 *- 04 572 *- 12 35 *- 02 53,8 +- 87
Ser 18,9 +- 04 69,5 +- 51 13,2 +- 0,2 64,9 +- 97
Gin 18,2 *- 03 616 +- 23 35 +- 04 50,1 */- 88
His 12,0 +- 07 456 +- 6,8 6,8 *- 02 41,7 +- 139
Gly 49 +- 0,1 93,7 +- 15 31 *- 0,1 86,5 +- 1,9
Thr 11,5 +- 04 575 +- 1,0 53 +/- 03 552 +- 6,8
Cit 20 +- 0.2 421 +- 54 1,4 +- 0,1 324 *- 68
Arg 656 */- 07 874 +- 16 64,1 - 17 924 +- 0,2
Ala 26,8 +- 0,8 522 *- 32 91 +*- 04 66,7 +- 7.8
Tyr 6,2 *- 02 769 *- 1,0 32 +*- 0,1 69,5 +- 48
Val 9,1 +- 04 73,0 +- 0,6 52 +- 05 69,1 *- 50
Met 21 +- 02 82,3 +- 12 1,4 +*- 01 828 +- 83
Trp 1,7 +- 0,1 336 *- 1,0 06 *- 0,1 88,9 +- 192
Phe 6,3 *- 04 711 - 17 38 *- 03 71,7  +- 41
lle 49 +- 03 711 *- 06 31 *- 02 728 t+- 44
Orn 91 *- 05 76,4 *- 0,6 60 *- 04 715 +- 36
Leu 1489 +- 7.2 89,1 +- 05 1466 *- 3,4 942 +- 03
Lys 444 +- 19 919 +- 03 42,7 +- 06 88,1 +- 85
Pro 74 *- 08 771 *- 20,0 11,9 +- 06 36,4 t+- 82
Gesamt 506,8 *- 134 81,0 *- 0.1 4014 *- 80 805 *- 27
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Tabelle 19 Fortsetzung

t [h] nach 2
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 8,8 +- 0,3 80,6 +- 1,2 12,4 +- 17 815 +- 27
Glu 56,7 +- 0,6 81,3 +- 0,6 53,6 +- 102 792 +- 24
Asn 3,4 +- 0,3 605 *- 05 2,7 +- 19 646 *- 33
Ser 13,0 +- 0,2 56,8 +/- 0,6 10,8 +- 35 61,1 +- 61
GIn 3,7 +- 0,1 490 +- 20 3,1 +- 25 50,4 +- 57
His 10,0 +- 05 429 +- 04 11,9 +- 02 572 *- 36
Gly 3,7 +- 0,1 81,3 +- 31 3,8 +- 0,2 80,1 +- 12
Thr 6,2 +- 0,1 68,4 +- 07 7,0 +- 0,3 73,1 *- 15
Cit 1,3 +- 0,1 757 *- 0,0 1,1 +- 0,1 773 *- 26
Arg 58,6 - 22 96,4 *- 10 454  +- 27 97,5 +- 0,2
Ala 11,5 +- 04 576 *- 38 139 +- 13 572 +- 26
Tyr 3,9 +- 0,0 828 +- 04 4,5 +- 04 845 +- 11
Val 6,2 +- 0,2 73,3 - 14 7,6 +H- 07 756 - 16
Met 1,6 +- 0,1 77,7 - 132 1,4 +- 0,3 84,2 +- 0,6
Trp 0,8 +- 0,0 83,0 *- 11 0,8 +- 0,1 848 +- 55
Phe 4,6 +- 0,2 775 *- 18 4,8 +H- 07 823 +- 08
lle 3,6 +- 0,2 785 +- 23 3,8 +- 05 835 +- 22
Orn 7,3 +- 0,3 751 - 18 8,5 +- 28 78,1 - 41
Leu 119,3 +/- 3,1 935 *- 05 96,4 - 47 934 +- 29
Lys 51,3 +H- 14 941 +- 1,0 594 +- 14 954 +- 0,7
Pro 10,0 +H- 07 289 +- 35 3,2 +H- 17 455 +- 62
Gesamt 3855 t- 71 821 *- 05 356,1 *- 337 820 *- 12
t [h] nach 4
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 15,2 +H- 14 842 - 17 153 +- 15 89,5 +- 27
Glu 73,9 +- 87 892 +- 0,8 771 +- 13 939 +- 20
Asn 5,2 +- 05 62,7 *- 11 4,3 +- 0,9 753 +- 30
Ser 15,2 +- 0,9 619 +- 13 16,5 +- 0,3 730 +- 26
GIn 7.4 +- 0,6 62,2 - 13 6,9 - 27 68,5 *- 147
His 11,7 +- 16 525 +- 24 12,8 +- 38 714 +- 29
Gly 4,2 +- 05 748 +- 35 4,3 +- 04 81,7 +- 37
Thr 7,0 +- 0,8 66,9 +- 23 6,2 +H- 14 774 +- 30
Cit 0,7 +/- 0,0 79,0 +- 58 0,5 +- 0,1 822 - 21
Ala 422 +- 45 97,3 +- 0,8 350 *- 24 96,7 *- 15
Arg 14,3 - 12 493 +- 29 12,1 +- 13 62,7 *- 38
Tyr 5,1 +- 05 795 - 129 57 +- 0,2 899 +- 26
Val 7,2 +- 0,7 76,1 - 11 6,5 +- 0,9 832 +- 26
Met 1,7 +- 0,2 855 +- 21 1,5 +- 0,2 855 +- 33
Trp 1,0 +- 0,1 83,3 +- 30 0,8 +- 0,2 894 +- 04
Phe 5,0 +- 05 821 +- 08 4,8 +H- 0,7 856 +- 3,2
lle 4,0 +- 05 816 *- 3.2 3,8 +- 0,6 86,5 +- 29
Orn 8,5 +- 0,8 814 +- 17 8,2 - 11 846 *- 32
Leu 86,2 +- 6,8 954 +- 12 76,5 t- 34 954 +- 16
Lys 64,5 +- 6,3 9,1 *- 0,6 81,8 +- 127 961 +- 18
Pro 6,9 - 44 381 *- 56 2,3 +- 04 55,8 t- 44
Gesamt 3871 *t-- 325 844 t- 11 3835 t- 33 89,1 *t- 23
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Tabelle 19 Fortsetzung

t [h] nach 6
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 137 +- 04 89,2 +- 13 129 +- 01 90,9 +- 0,9
Glu 81,0 +- 11 96,9 +- 04 735 *- 05 97,5 +- 05
Asn 5,6 +/- 0,1 824 - 29 53 +- 0,3 90,0 +- 13
Ser 16,1 +- 0,2 76,1 - 20 151 +/- 0,8 81,9 +- 15
GIn 7,3 +- 0,2 87,1 - 29 6,7 +- 0,3 90,3 *- 1.2
His 143 +- 05 73,7 - 27 135 +- 05 798 +- 11
Gly 50 +- 0,1 88,8 +- 25 4,6 +/- 0,0 88,6 *- 0,7
Thr 6,8 +- 0,1 81,4 +- 27 6,5 +- 0,2 86,0 *- 14
Cit 0,9 +/- 0,0 77,3 - 48 0,9 +/- 0,0 746 - 48
Arg 294 +- 04 98,0 +- 0,3 228 +- 03 982 +- 06
Ala 10,7 +*/- 02 72,0 +- 3.8 9,6 +/- 0,6 82,8 +- 15
Tyr 6,2 +- 0,1 91,8 +- 16 5,8 +- 0,1 93,9 +- 04
Val 6,0 +/- 0,0 874 - 14 57 +- 0,2 90,8 +- 18
Met 1,9 +- 0,0 86,3 +- 13 1,8 +- 0,1 86,6 *+- 8,0
Trp 1,3 +/- 0,1 88,8 +- 0,8 1,2 +/- 0,0 89,5 +- 46
Phe 4,7 +/- 0,0 88,0 +- 20 4.4 +- 0,2 89,6 +- 19
lle 4.1 +- 0,2 874 - 23 3,9 +- 0,3 90,0 +t- 23
Orn 7,7 +- 0,1 87,0 - 1.2 7,4 +- 0,3 89,1 - 24
Leu 69,9 +- 0,9 953 +- 0,7 61,9 +- 05 96,2 +- 11
Lys 68,9 +- 1,0 99,0 +- 0,3 674 - 14 98,9 +- 05
Pro 4,0 +- 05 69,5 *- 372 4.1 +/- 0,0 80,0 *- 34
Gesamt 3654 *- 47 920 *- 11 336,8 *- 21 938 *- 09
t [h] nach 8,5
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 123 +- 07 876 +- 07 95 +- 03 896 +- 07
Glu 812 +- 50 96,3 */- 01 89,1 +/- 22 95,7 +/- 0,1
Asn 6,1 *+- 05 776 +- 09 52 +- 0,8 748 +- 08
Ser 156 - 11 778 +- 34 13,8 *- 26 731 +- 04
Gin 526 */- 36 828 +- 03 453 +- 93 85,7 +- 11,0
His 126 *+- 11 69,9 *- 25 145 +/- 0,9 624 +- 18
Gly 49 +/- 03 90,5 */- 0,9 51 +- 0,1 97,0 */- 52
Thr 74 - 07 80,6 *- 11 8,8 +- 02 792 +*- 04
Cit 09 +*- 0,1 813 +- 92 1,5 +- 01 854 +*- 11
Arg 26,5 *- 17 974 *- 05 30,3 *- 05 97,8 */- 04
Ala 221 +- 20 61,4 *- 06 239 +*- 06 58,2 +/- 0,8
Tyr 87 +- 05 941 +- 0,3 8,9 +- 0,1 955 *- 24
Val 75 *- 06 76,7 *- 0,8 69 *- 02 766 - 11
Met 1,6 */- 0,1 725 +- 19 1,4 +/- 02 73,0 +- 35
Trp 1,9 +- 01 90,9 */- 0,3 20 +- 0,0 93,5 *- 19
Phe 50 +- 05 872 +*- 03 44 +- 05 88,3 */- 05
lle 46 +- 04 81,8 *- 16 42 +- 02 84,0 +*- 07
Orn 78 +- 07 87,3 */- 0,8 6,7 +- 0,8 88,8 */- 01
Leu 108,3 +/- 6,8 97,9 +*/- 0,2 140,3 +- 24 98,2 +*/- 0,2
Lys 69,8 *+/- 43 99,1 +/- 0,2 62,4 +- 27 99,1 +/- 0,3
Pro 36 *+- 02 63,5 */- 31 25 +- 05 53,6 *- 27
Gesamt 4617 *- 291 89,8 t- 01 4867 t- 117 894 *t- 02
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Tabelle 19 Fortsetzung

t [h] nach 10 1
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 11,6 +- 0,9 926 +- 05 123 +- 04 923 +- 03
Glu 91,5 +- 1,1 97,3 +- 01 86,0 *- 1,1 952 +- 01
Asn 54 +- 0,2 799 +- 16 52 +- 03 791 +- 20
Ser 19,9 +- 04 80,5 +- 15 194 +- 04 784 *- 1,0
Gin 58,1 */- 0,2 866 - 12 389 *- 1.2 796 *- 15
His 13,9 +- 08 61,7 +- 17 15,9 +- 06 58,3 +/- 9,8
Gly 6,5 +- 02 97,4 +- 45 6,7 +- 02 929 +- 17
Thr 10,4 +- 0,2 798 *- 13 11,5 +- 0,3 779 - 11
Cit 29 +*- 0,1 923 +- 1,0 37 *- 0,1 932 +- 05
Arg 548 +- 1,2 98,0 +- 07 814 +*/- 0,6 97,7 *- 04
Ala 240 +*- 05 68,7 *- 27 271 *- 03 63,3 *- 13
Tyr 84 *- 0,1 936 +- 09 74 *- 02 923 +- 03
Val 6,8 *- 03 86,0 +/- 0,2 75 *- 02 86,6 *+/- 0,8
Met 1,5 +- 01 82,1 +- 31 1,8 +- 0,1 90,0 +- 33
Trp 1,9 +/- 0,0 90,5 *- 14 1,6 *- 0,1 91,2 +/- 04
Phe 46 +- 02 896 +- 1,0 52 *- 02 896 +- 04
lle 39 *- 02 86,2 +- 13 43 +- 0,1 88,3 */- 0,6
Orn 73 *- 03 882 +- 05 82 *- 03 89,0 +- 0,2
Leu 207,0 +- 44 96,6 */- 0,9 2271 +- 6,0 955 +*/- 0,9
Lys 43,9 +- 0,3 971 +- 011 391 +- 04 971 +- 05
Pro 26 *- 0,1 715 *- 36 29 *- 0,0 758 */- 36
Gesamt 586,9 *- 6,0 923 *- 02 6130 *- 106 906 *- 11
t [h] nach 12 14
downshift
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
saure Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 15,1 +- 07 841 +- 18 15,7 +- 16 828 +- 07
Glu 101,7 +- 3,2 923 +*/- 0,2 92,8 *+/- 57 81,7 +*/- 0,0
Asn 56 *- 05 720 *- 07 6,1 *- 0,8 64,0 +- 24
Ser 20,3 *- 1,0 706 */- 0,9 200 *- 1,9 674 *- 45
Gin 30,8 *- 1,2 520 *- 11 27,9 +- 21 46,6 - 16
His 15,8 +- 1,2 40,8 +- 0,7 16,4 *- 16 48,4 +- 21
Gly 88 *- 13 100,0 +*/- 0,0 87 *- 1,1 701 *- 14
Thr 14,0 +- 07 68,1 +- 05 15,4 +- 15 59,0 *- 17
Cit 55 +/- 0,3 928 +- 09 58 +*/- 0,2 87,9 +- 01
Arg 726 *- 26 95,7 */- 04 93,2 +*/- 15,0 90,6 */- 0,7
Ala 28,8 +- 12 49,7 +- 03 28,0 +- 28 443 +- 24
Tyr 73 *- 04 91,2 +- 08 6,4 *- 0,9 876 +- 08
Val 82 *- 05 780 */- 0,6 86 *- 1,1 752 +*- 13
Met 2,1 +- 0,1 825 *- 17 22 +- 0,3 88,9 */- 0,2
Trp 1,5 +- 0,1 90,2 +- 25 1,3 +- 0,1 89,7 +- 04
Phe 39 *- 02 841 +- 13 40 +- 06 886 *+- 11
lle 54 *- 04 815 +- 18 58 +*/- 0,9 838 +- 1,5
Orn 90 *- 0,6 83,0 *- 15 95 +- 15 87,8 *- 13
Leu 156,5 *- 1,2 94,7 +- 03 107,7 *- 6,7 86,7 +- 27
Lys 370 *- 13 934 +- 011 384 *- 37 90,1 +/- 0,8
Pro 30 *- 04 464 +- 35 29 *- 05 439 +- 05
Gesamt 552,7 - 177 871 - 05 516,6 *- 495 778 *- 04
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6.3.3 Dynamische Studien der Deletionsmutante ME 020

In den folgenden Tabellen sind die Bestimmungen aller Aminosdurepools nach dem in 3.3.3
beschriebenen Experiment aufgefiihrt. Die angegebenen spezifischen Konzentrationen sind
als Summe der unabhéngig bestimmten cytosolischen und vakuoldren Gehalte angegeben.
Dabei ist zu beachten, dal3 Glutaminsidure durch den metabolen Abbau meist etwa 20-35 %

unterbestimmt ist.

Tabelle 20 A. Gesamte Daten eines downshift-Experiments mit der Deletionsmutante ME 020 bei ODgyp=1,0.

Stamm 23344c ME020
Zeit t nach 0
downshift [h]
Aminoséaure Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar

Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 10,5 +/- 0,7 575 +/- 49 6,7 *- 05 58,5 +/- 64
Glu 477 *- 13 60,0 +/- 45 325 +- 472 540 +/- 84
Asn 49 +- 0,1 54,7 +/- 1,5 40 +- 0,0 52,0 +/- 54
Ser 281 +- 31 56,1 +/- 24 18,7 +- 14 56,4 +/- 5,1
GIn 396 t- 46 62,3 +/- 31 287 +t- 39 55,2 +/- 3,2
His 78 +*- 09 76,7 +- 24 55 +- 04 734 +/- 05
Gly 16,1 +/- 0,9 491 +/- 14 12,9 +- 0,7 426 +/- 45
Thr 12,6 +- 0,5 60,9 +/- 19 10,0 +- 06 574 +/- 3,8
Cit 49 +- 16 684 +/- 3,3 23 +- 06 86,1 +/- 59
Arg 853 *- 07 88,2 +/- 272 755 +- 6,3 81,7 +/- 1,3
Ala 293 +- 97 454 +/- 19 254 +- 20 36,9 +- 25
Tyr 20 +- 0,1 779 +- 4.1 16 +- 0,1 694 +/- 17
Val 78 +- 05 684 +/- 3,0 6,0 +- 0.1 63,5 +/- 3.8
Met 18 +- 0,2 70,1 +/- 46 16 +- 0,1 63,0 +/- 6,1
Trp 05 +- 0,0 721  +/- 52 05 +- 0,1 745 +/- 7,0
Phe 24 +- 0.2 66,0 +/- 6,2 22 +- 02 69,1 +/- 3,2
lle 38 +- 0,0 71,2 +/- 31 3,5 +- 02 685 +- 11
Orn 31,8 +- 4,0 83,1 +/- 21 275 +- 29 742 +/- 3,6
Leu 46 +*- 0,1 73,0 +/- 34 43 +- 0,3 705 +/- 15
Lys 16,2 +/- 0,9 89,5 +/- 1.3 14,3 +/- 0,8 785 +/- 4.2
Pro 23 +- 03 53,0 +/- 0,7 16 +*- 0,3 226 +- 21
Gesamt 360,9 *t- 26,1 693 +- 23 2850 *t- 192 643 +- 16
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Stamm 23344c ME020
Zeit t nach 0,5
downshift [h]
Aminosaure Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar

Konzentration Konzentration

[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 28 t- 06 720 *t- 22 27 - 01 659 *- 13
Glu 16,1 *t- 33 445 - 40 14,9 *- 22 46,1 *- 35
Asn 35 *- 06 62,2 *- 33 29 *- 02 649 *- 39
Ser 354 *t- 62 320 *t- 44 275 *t- 21 394 *t- 08
Gin 48 *t- 12 67,4 *t- 33 40 *- 02 66,4 *t- 09
His 36 *- 08 738 *- 38 36 *- 03 733 *t- 18
Gly 15 *- 17 38,9 *t- 42 91 *- 06 434 - 20
Thr 57 - 12 655 *t- 58 47 t- 02 66,6 *t- 32
Cit 30 *- 13 702 t- 17 29 *- 10 61,1 *- 68
Arg 489 *- 68 834 *- 03 498 *- 41 928 *- 03
Ala 10,3 - 22 58,3 *t- 43 14,7 *- 09 328 *t- 13
Tyr 31t 14 815 *- 88 1,9 t- 02 731 *t- 18
Val 53 +- 21 539 *- 184 54 t- 03 655 *t- 07
Met 24 *- 06 744 *- 77 1,9 *- 03 665 t- 17
Trp 07 *- 03 86,6 *-- 136 05 *- 00 741 - 24
Phe 21t 11 62,4 *- 252 23 *t- 02 721t 16
lle 35 *t- 11 68,3 *t- 125 35 t- 03 726 t- 11
Orn 212 t- a7 796 *t- 19 26 t- 12 751 *- 07
Leu 84 *- 45 790 *t- 82 50 *- 04 69,9 *- 11
Lys 244 t- 32 855 *- 03 216 *t 11 76,8 *t- 11
Pro 10,2 *- 59 719 *- 159 74 t- 53 744 t- 119
Gesamt 2265 *- 200 664 *- 29 209,0 *- 106 671 *- 05
Stamm 23344c MEO020
Zeit t nach 1
downshift [h]
Aminoséaure Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar

Konzentration Konzentration [umol/

[umol/ g BTM] g BTM]
Asp 59 *- 07 466 *- 35 56 *- 04 544 *- 07
Glu 283 *t- 52 330 *t- 71 289 *- 01 383 *t- 11
Asn 56 t- 07 635 - 21 52 *- 03 652 t- 53
Ser 31,3 *t- 39 420 *- 29 30,0 *- 3,1 455 *- 28
Gin 98 *- 21 556 t- 29 88 *- 05 59,7 *t- 28
His 39 *- 04 751 t- 27 40 *- 03 779 *t- 19
Gly 122 t- 16 496 t- 27 124 *- 12 50,2 *- 39
Thr 77 - 10 703 *t- 27 74 - 02 69,1 *- 28
Cit 20 *- o7 847 *t- 40 20 *- 04 828 *t- 25
Arg 570 *t- 164 79,9 *t- 91 68,3 *t- 31 915 *- 18
Ala 149 *t- 23 576 t- 30 16,8 *- 12 490 - 49
Tyr 29 *- 05 76,8 *t- 19 31 *- 02 776 *t-  4p
Val 84 *- 11 66,3 *t- 04 83 *- 05 67,9 *t- 37
Met 22 *- 02 733 *t- 30 24 *t- 02 715 *t- 48
Trp 07 *- 01 773 *t- 48 07 *- 00 779 *- 18
Phe 36 *- 06 738 *t- 33 36 *- 02 76,4 t- 44
lle 56 *- 08 731t 27 56 *- 03 752 t- a7
Oorn 176 - 33 747 t- 33 215 *t- 17 743 t- 21
Leu 79 t- 10 725 t- 39 79 *- 03 758 t- 50
Lys 349 *t- 80 84,0 *t- 4p 36,8 *t- 08 819 *- 22
Pro 43 - 11 506 *t- 184 25 *- 03 369 *t- 77
Gesamt 2668 t- 4438 645 *t- 34 2820 *t- 110 686 *t- 26
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Stamm 23344c ME020
Zeit t nach 2,1
downshift [h]
Aminoséaure Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
Konzentration Konzentration
[umol/ g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 120 *- 01 426 *- 50 120 *- 11 453 *- 25
Glu 612 *- 59 290 *- 30 56,3 *t- 49 323 t- 14
Asn 96 *- 12 72,9 t- 38 91 *- 08 736 t- 34
Ser 412 *- 30 553 t- 39 363 *t- 38 56,3 t- 41
Gin 62,7 t- 93 67,4 t- 22 566 t- 25 67,1 t- 27
His 82 *- 04 821 *- 13 76 *- 06 80,9 *- 1.2
Gly 190 *- 25 643 *- 46 172 *- 14 62,0 *- 35
Thr 147 - 19 76,2 t- 32 136 *t- 09 745 t- 26
Cit 21t~ 06 858 t- 14 1,8 *- 07 882 *t- 28
Arg 749 *t- 63 830 *- 0,2 759 *t- 37 828 *- 15
Ala 249 t- 43 752 t- 40 237 *t- 20 69,9 *- 0,3
Tyr 43 *- 05 843 *t- 30 44 *- 06 844 *t- 11
Val 121 - 17 789 *t- 29 1,3 *- 08 80,3 *t- 14
Met 31 *- 03 793 *t- 38 32 *- 06 86,4 *- 06
Trp 1,0 *- 0,1 849 *- 29 13 *- 05 890 *- 35
Phe 48 *- 05 843 *t- a7 49 *- 05 867 *- 16
lle 76 t- 10 839 *t- 32 74 t- 06 86,1 *t- 14
Orn 36,8 *t- 6,0 841 *- 24 356 t- 17 791 *- 19
Leu 104 *- 16 849 *t- 32 10,5 *- 06 857 *- 16
Lys 369 *t- 23 919 *- 14 31,9 *t- 20 879 *- 06
Pro 40 *- 08 472 t- 101 32 t- 10 454 *t- 146
Gesamt 4525 - 443 685 ‘- 23 4241 * 285 686 - 12
Stamm 23344c ME020
Zeit t nach 3.1
downshift [h]
Aminoséaure Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
Konzentration [umol/ Konzentration
g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 10,6 *- 0.2 383 *t- 79 11,3 *- 08 375 *t- 32
Glu 477 - 12 272 *t- 28 51,7 *t- 36 274 *t- 29
Asn 80 *- 20 61,1 *- 91 78 *t- 04 672 *t- 21
Ser 359 *- 30 556 t- 53 36,8 - 17 60,1 t- 29
Gin 722 *t- 37 62,0 *- 52 777 *t- 65 676 *- 09
His 85 *- 14 741 *t- 58 86 *- 03 776 *t- 20
Gly 205 *t- 35 559 *t- 36 209 *- 07 592 *t- 32
Thr 17,9 - 42 659 t- 48 18,0 *- 02 69,9 t- 12
Cit 20 *- 02 814 *- 75 16 *- 0,1 775 t- a4
Arg 56,2 t- 26 745 *t- 158 63,7 *- 29 722 11
Ala 240 *t- 29 62,9 *t- 177 253 *t- 51 68,0 *t- 63
Tyr 35 t- 14 736 *- 48 34 - 02 781 - 39
Val 11,7 - 34 68,8 *- 108 1,7 *- 03 746 t- 12
Met 30 *- 09 736 *t- 16,1 28 *t- 02 794 *t- 50
Trp 11 - 05 68,9 *t- 219 1,0 *- 0,1 777 t- 96
Phe 41 *- 16 710 *- 210 39 *- 02 796 *- 6,0
lle 65 *- 26 704 *t- 165 65 *- 04 781 *t- 33
Orn 442 *- 91 789 *t- 21 50,4 *t- 56 797 *t- 14
Leu 87 *- 36 713  *t- 187 89 *- 03 802 *t- 43
Lys 203 *- 73 81,6 *- 81 219 *- 13 841 - 21
Pro 44 - 09 572 t- 174 38 - 12 60,1 *- 11,0
Gesamt 4106 - 501 62,1 *- 57 4376 t- 232 650 *- 15
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Stamm 23344c ME020
Zeit t nach
downshift
[h]
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration [umol/ Konzentration

g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 89 *- 26 249 t- 216 78 t- 21 270 t- 132
Glu 544 *t- 51 315 *t- 94 438 *- 18 171 - 113
Asn 73 *t- 07 657 *t- 22 55 *- 09 523 *t- 120
Ser 385 t- 96 644 - 99 275 *t- 54 49,7 *t- 83
Gln 850 *- 29 67,1 *t- 21 66,0 *- 133 53,7 *- 206
His 93 *- 05 799 *t- 20 83 *- 03 740 *t- 64
Gly 272 *t- 58 615 *t- 82 19,2 - 32 535 *t- 35
Thr 212 t- 26 692 - 32 172 *- 11 637 - 44
Cit 28 *- 05 851 *t- 20 21 *- 03 826 *t- 18
Arg 874 *t- 58 855 *t- 29 786 - 77 775 *t- 12
Ala 324 *t- 32 67,2 *t- 85 305 *t- 6.2 270 *t- 187
Tyr 29 *- 08 853 *- 05 20 *- 05 60,9 *- 154
Val 115 *- 18 756 t- 29 89 *- 14 643 *t- 84
Met 23 *t- 01 783 *t- 05 1,7 - 05 747 t- 29
Trp 07 *- 01 830 *t- 11 05 *- 01 752 t- 42
Phe 31 t- 06 86,4 - 0,8 22 - 06 68,0 *t- 89
lle 54 t- 10 820 - 12 42 *t- 10 67,4 *- 79
Orn 490 *- 75 842 *t- 30 450 *- 35 796 *t- 51
Leu 70 *- 15 839 *t- 04 55 *- 14 68,1 *t- 89
Lys 202 *- 40 87,7 *- 16 17,9 *- 13 80,0 *- 56
Pro 49 *- 18 713 *t- 94 33 *- 03 404 *- 149
Gesamt 4839 *- 550 69,4 *- 48 3977 *- 527 583 *- 75
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Tabelle 20 B. Gesamte Daten eines downshifi-Experiments mit der Deletionsmutante ME 020 wiederholt bei
OD600:1,7.

Stamm 23344c ME020
Zeit t nach 0
downshift
[h]
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration [umol/ Konzentration

g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 175 *- 35 549 - 71 18,0 *- 16 557 t- 15
Glu 712 *t- 115 559 *t- 61 682 *t- 48 488 *-- 49
Asn 106 *- 25 523 *t- 92 97 *- 09 373 *t- 88
Ser 340 *- 59 50,6 *t- 46 350 *t- 21 528 *t- 20
Gin 40,2 - 87 51,5 - 43 449 - 22 533 - 67
His 116 *- 23 80,3 *- 39 1,9 *- 16 794 t- 31
Gly 243 *t- 42 540 *t- 48 290 *- 22 483 - 32
Thr 200 *t- 43 63,7 *t- 29 200 *- 13 615 *t- 51
Cit 63 *t- 14 795 *t- 37 86 *t- 13 782 t- 42
Arg 762 *t- 125 9,5 *- 17 721t 97 89,7 *- 20
Ala 440 *- 72 50,9 *t- 36 396 *t- 37 414 *- 32
Tyr 34 *- 09 595 *t- 75 32 *- 05 58,3 *t- 89
val 11,5 *- 25 62,7 *t- 53 10,3 *- 05 63,7 *- 56
Met 30 *- 08 66,3 *t- 98 28 *- 03 61,2 *- 123
Trp 31 *- 04 246 *- 106 108 *- 48 82,7 *- 55
Phe 34 *- 08 60,6 *t- 83 28 *t- 03 59,0 *- 6,9
lle 55 - 12 64,1 - 81 49 *- 03 654 - 57
Orn 379 *- 69 824 *t- 19 375 *t- 32 91,7 *- 43
Leu 71t 15 616 *t- 78 60 *- 05 64,4 *t- 46
Lys 229 *t- 51 741 t- 52 236 *t- 16 766 t- 118
Pro 58 *t- 11 550 *t/- 152 65 *t- 17 66,7 *- 13,1
Gesamt 4597 *- 796 648 *- 39 4657 *- 2709 640 *- 46
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Stamm 23344c ME020
Zeit t nach 0,5
downshift [h]
Aminoséaure Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar

Konzentration [pumol/ Konzentration

g BTM] [umol/ g BTM]

Asp 55 t- 10 541 t- 27 56 *t- 04 599 *t- 61
Glu 243 *t- 43 410 *- 56 221 *- 18 50,4 *t-- 43
Asn 91 *- 16 652 *t- 71 99 *- 23 558 *t- 56
Ser 278 *t- 33 481 *- 23 285 *t- 13 547 *- 10
Gin 12,0 *- 31 653 t- a7 13,0 *- 11 706 t- 10
His 81 *- 11 701  *- 08 88 *- 06 736 *t- 23
Gly 178 *- 15 466 *- 36 241 *- 18 373 *- 29
Thr 10,6 *- 16 622 *t- 22 10,1 *- 05 66,7 *t- 38
Cit 66 *t- 14 64,1 t- 63 90 *- 06 712 t- 13
Arg 742 t- 47 86,8 *t- 19 779 *t- 62 895 *- 04
Ala 170 *- 23 71,9 *t- 12 135 *- 11 642 *- 07
Tyr 35 *- 07 542 *t- 54 32 *- 02 56,8 *t-- 30
Val 82 - 11 506 t- 26 77 t- 03 622 *- 26
Met 29 *- 05 556 t-- 42 28 *- 03 61,7 *- 81
Trp 33 *- 04 206 *t- 69 143 *- 16 852 *- 25
Phe 33 *- 06 638 *t- 11 30 *- 02 610 *- 65
lle 49 *- 06 66,2 *t- 15 45 - 02 68,7 *- 39
Orn 326 *t- 29 781 *t- 17 37,7 *t- 36 86,4 *t- 17
Leu 74 *t- 12 613 *- 27 64 *- 01 657 *t- 47
Lys 26,9 *t- 08 696 *t- 12 299 *- 23 759 *t- 40
Pro 43 *- 01 530 *t- 34 6,2 *- 22 602 *t- 72
Gesamt 3103 *- 334 667 * 14 3383 *- 180 710 - 12
Stamm 23344c MEO020
Zeit t nach 1
downshift [h]
Aminoséaure Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar

Konzentration [pumol/ Konzentration

g BTM] [umol/ g BTM]

Asp 76 *t- 07 57,3 t- 82 77 *- 09 573 *- 23
Glu 316 *t- 19 334 t- 49 288 t- 13 357 t- 13
Asn 10,6 t- 22 59,7 - 81 1,8 - 11 57,3 *t- 147
Ser 308 *t- 24 422 *- 61 281 t- 13 483 *t- 48
Gin 87 *- 14 454 *- 48 88 *t- 06 530 t- 49
His 62 *- 07 68,7 *t- 44 63 *t- 02 720 t- 40
Gly 175 - 31 484 *- 77 204 t- 01 420 *- 59
Thr 10,3 - 31 654 *- 64 1,2 *- 10 657 *t- 56
Cit 47 - 13 756 t- 19 57 *- 10 736 t- 63
Arg 613 *- 57 850 *t- 41 59,7 t- 29 81,9 *+- 18
Ala 208 t- 32 61,7 *- 6,0 17,8 - 15 61,7 *- 6,1
Tyr 38 *- 06 582 *t- 11,0 38 *- 03 641 - 50
Val 100 *- 16 56,6 *t- 93 104 *- 10 642 t- 64
Met 30 *- 05 56,9 t- 127 31 t- 03 66,6 t- 37
Trp 23 *t- 04 215 *- 61 99 - 22 84,0 - 37
Phe 36 *- 08 637 *- 126 37 *- 04 69,7 - 33
lle 58 - 12 64,9 *- 10,0 62 *t- 04 721 t- 37
Orn 276 *t- 25 816 *- 27 284 t- 14 86,7 t- 04
Leu 87 *- 18 61,0 *- 103 94 *- 13 71,7 t- 38
Lys 391 *- 03 762 *- 79 376 - 12 850 *- 15
Pro 44 *- 10 627 *- 97 66 *- 14 662 *t- 30
Gesamt 3186 +/- 251 637 +- 51 3254 +- 20 67,2 +- 18
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Stamm 23344c ME020
Zeit t nach 1,5
downshift [h]
Aminoséaure Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar

Konzentration [umol/ Konzentration

g BTM] [umol/ g BTM]

Asp 14,7 *- 24 51,4 *- 85 174 *- 25 552 t- 72
Glu 492 *- 74 381 *- 6,0 546 *t- 64 439 *- 69
Asn 176 - 47 688 *t- 55 19,3 - 17 66,0 *t- 44
Ser 372 *t- 56 50,8 *t- 51 395 *t- 33 531 *t- 39
Gin 21,7 t- 43 539 *t- 44 245 t- 15 573 t- 64
His 83 *- 16 782 *t- 58 99 *- 09 76,7 *t- 20
Gly 221 *- a9 600 *- 94 295 *- 23 52,7 *- 46
Thr 16,6 - 46 735 *t- 57 19,1 *- 17 70,9 *t- 31
Cit 44 *- 08 722 t- 61 6,2 *t- 12 76,8 t- 50
Arg 61,4 *- 57 921 *- 15 703 *t- 61 88,8 *t- 20
Ala 294 *- 70 66,4 *t- 51 283 *- 33 63,0 *t- 46
Tyr 57 *- 15 66,9 *t- 116 62 *- 09 703 *t- 19
Val 143 *- 49 71,3 t- 69 18,0 *- 37 67,8 *t- 43
Met 42 t- 13 683 *t- 68 43 - 04 791 *t- 182
Trp 27 *- 03 308 *t- 98 87 *- 11 751 - 16
Phe 56 *- 18 746 *t- 70 6,1 *- 07 747 t- 37
lle 86 - 27 772 t- 74 101 *- 15 783 t- 42
Orn 281 *- 20 818 *- 24 343 *t- 38 86,7 *t- 12
Leu 12,8 - 43 754 *t- 63 14,9 *- 26 77,7 t- 30
Lys 435 *- 70 883 *t- 11 52,7 *t- 35 90,2 *t- 27
Pro 61 *t- 12 580 *t- 38 133 *- 12 708 - 21
Gesamt 4141 *- 739 685 *- 31 4871 - 367 0.0 - 28
Stamm 23344c ME020
Zeit t nach 2,7
downshift [h]
Aminoséaure Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar

Konzentration [umol/ Konzentration

g BTM] [umol/ g BTM]

Asp 203 *t- 05 372 *t- 58 231 *- 15 429 *- 35
Glu 705 t- a7 331 *t- 35 748 *t- 33 335 *t- 50
Asn 15,7 *- 22 626 t- 42 16,7 *t- 11 644 t- 33
Ser 356 *t- 21 580 *- 29 369 *t- 25 59,4 *t- 14
Gin 602 *t- 18 648 *- 16 686 *t- 49 66,4 t- 12
His 114 *- 03 716 t- 20 126 *- 08 748 t- 10
Gly 300 *t- 112 525 *+- 171 295 *- 20 529 *t- 21
Thr 208 *- 01 692 *- 18 216 *t- 06 69,0 *- 10
Cit 48 - 11 57,9 *t- 51 50 *- 01 67,8 *t- 74
Arg 585 *t- 69 846 *- 18 602 *t- 34 825 *- 58
Ala 400 *- 0,2 60,5 *t- 36 36,9 t- 19 56,5 *t- 1,9
Tyr 45 *- 03 56,8 *t- 46 55 *- 05 643 *- 41
Val 132 *- o8 626 *t- 47 144 *- 01 679 *- 15
Met 39 *- 02 617 *- 72 43 *t- 02 649 *- 22
Trp 38 *- 03 146 *- 23 10,6 *- 11 764 t- 18
Phe 44 *- 05 640 *- 48 50 *- 03 676 *- 38
lle 68 *- 07 646 *- 30 75 *t- 01 702 t- 19
Orn 484 *t- 19 844 *t- 23 474 - 77 898 *- 10
Leu 10,3 *- 05 615 *- 33 14 *- 07 68,7 *t- 41
Lys 303 *- 09 710 *- 16 332 *t- 24 817 *- 35
Pro 74 *- 06 539 *- 79 10,3 *- 48 66,4 *- 124
Gesamt 500,8 *- 253 615 *- 26 5353 t- 289 643 *- 23
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Stamm 23344c ME020
Zeit t nach 4.5
downshift
[h]
Amino- Spezifische % vakuolar Spezifische % vakuolar
sdure Konzentration [pmol/ Konzentration

g BTM] [umol/ g BTM]
Asp 19,1 *- 06 390 *- 28 207 *- 15 454 *- 19
Glu 774 t- 44 37,7 t- o7 680 *t- 59 395 t- 13
Asn 130 *- 61 39,0 *- 340 14,9 *- 16 635 *t- 25
Ser 36,3 *t- 0.2 62,9 *- 10 362 *t- 71 597 *- 56
Gin 87,0 *t- 32 66,4 *t- 14 912 *t- 65 67,9 *- 04
His 13,3 *- 0,1 738 t- 13 135 *- 08 780 *t- 04
Gly 474 *- 20 427 *- 16 329 *t- 16 549 *- 10
Thr 298 *- 08 711 14 287 *t- 27 685 *t- 13
Cit 51 *- 05 68,7 *t- 29 57 *- 04 737 *t- 83
Arg 739 *- 21 852 *- 07 63,7 *- 40 895 *- 10
Ala 470 *- 11 587 *- 22 441 *- 30 553 *- 06
Tyr 42 t- 04 570 *- 38 41 t- 03 62,0 *- 16
Val 155 t- 12 66,1 *- 18 154 - 29 675 *t- 44
Met 41 *- 05 56,1 *t- 64 64 *- 26 422 t- 152
Trp 86 *- 96 425 *- 381 94 *- 13 695 *- 25
Phe 41 t- 02 612 *- 37 41 t- 08 60,7 *- 36
lle 66 *- 03 648 *t- 32 63 *- 08 659 *t- 27
Orn 50,2 t- 133 90,2 *- 15 56,5 *t- 43 90,1 *- 10
Leu 10,1 *- 05 61,3 *- 47 94 *- 18 646 *- 45
Lys 316 *t- 32 637 *- 25 252 *- 20 82,7 *- 0,1
Pro 92 *- 43 590 *- 148 90 *- 38 784 *t- 71
Gesamt 5937 * 148 631 *- 06 5654 * 421 665 *- 08
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