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Electrophoretical differentiation, proteins

By means of isoelectric focusing in polyacrylamid gels cell proteins of botton — respectively 
topfermenting yeasts (Saccharomyces cerevisiae), Pseudomonas ovalis and Achromobacter alcali- 
genes were separated into over 30 peaks with a good reproducibility. The distribution pattern of 
the proteins is a base for a classification.

Wie wir bereits berichtet haben 1, ist es durch An­
wendung der dünnschicht-isoelektrischen Fokussie­
rung (DIEF) in Schichten granulierter Gele mög­
lich, Gersten- und Hefeproteine so aufzutrennen, daß 
anhand der Proteinverteilungsmuster (nach isoelek­
trischen Punkten pl) eine Grundlage für eine neue 
Klassifikation geschaffen ist. Die mit Hilfe der dünn­
schicht-isoelektrischen Fokussierung in Sephadex 
G 75 Gel-Schichten durchgeführten Trennungen er­
gaben sehr gut reproduzierbare Ergebnisse. Eine 
vergleichende Studie der Ergebnisse bei untergäri­
gen und obergärigen Hefen mit den pl-Protein- 
mustern von anderen Mikroorganismen (A chrom o­
bacter und P seudom onas) hat gezeigt, daß sich die 
Muster grundsätzlich unterscheiden. Somit bietet 
sich eine Möglichkeit aufgrund einer neuen Klassifi­
zierung nach den pl der Zellproteine auf der Basis 
des „Proteinspiegels“ vorhandene Klassifizierungen 
zu ergänzen bzw. zu bereichern. Über die Unter­
schiede der Proteine bei verschiedenen Mikroorga­
nismen (Zellproteine), die mittels Elektrophorese 
festgestellt wurden, ist von verschiedenen Autoren 
bereits berichtet worden 2_10. Diese Arbeiten konn­
ten indessen wenig zur Art- und Gattungsunterschei­
dung für taxonomische Zwecke beitragen.

Die guten Erfahrungen mit der Disk-Elektropho­
rese (PAGE) und mit der isoelektrischen Fokussie-
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rung in Polyacrylamidgelen (PAGIEF) bei pflanz­
lichen Proteinen 11; 12 haben uns veranlaßt, die iso­
elektrische Fokussierung der cytoplasmatischen Pro­
teine auch in Polyacrylamidgelen durchzuführen. 
Voraussetzung für eine gute Reproduzierbarkeit der 
Trennergebnisse ist vor allem ein schonender Zell - 
aufschluß und eine sorgfältige Weiterbehandlung 
der Proteine.

M ateria l und M ethoden

Die untergärigen (Saccharom yces cerevisiae, syn. 
carlsbergensis) bzw. obergärigen (Saccharom yces 
cerevisiae) Hefen entstammen der Bayerischen 
Staatsbrauerei Weihenstephan. Das Bakterium P seu­
dom onas ovalis 8209 stammt aus der Sammlung 
ATCC (American Type Culture Collection) und 
A chrom obacter a lcaligenes species aus der mikro­
biologischen Abteilung der Fa. Boehringer Mann­
heim in Tutzing. Beide Mikroorganismen wurden 
in einer Hydroxyprolin-spezifischen Nährlösung bei 
30 C und kräftiger Belüftung kultiv iert13.

Circa 30 g der entwiirzten und bis circa 25% 
Trockensubstanz entwässerten Kulturen (Büchner- 
Trichter, resp. Zentrifuge) wurden nach dem Biox- 
X-Verfahren aufgeschlossen 14. Die Bestimmung der 
Trockensubstanz erfolgte nach Ford lo.

Die bei dem Biox-X-Verfahren eingefrorenen Zel­
len werden durch Druck und Druckentlastung zum 
Platzen gebracht, wTobei das Cytoplasma nach dem 
Abtauen frei wird. Durch Zentrifugieren bei 
20 000 X g  bei 4 °C werden die Zellwände vom
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Abb. 3. Vergleichende Trenngele. A =  untergärige Bierhefe; 
B =  obergärige Bierhefe; C =  Pseudomonas; D =  Achromo- 

bacter.
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Cytoplasma abgetrennt und dieses durs Lyophilisie- 
ren in Pulverform überführt. Die von Leaback und 
Rutter 16,17 und Awdeh, Williamson und Askonas 18 
für die Flachgel- und von Dale und L atner19:20, 
Wrigley 21~23, Fawcett24, Riley und Coleman25 und 
Catsimpoolas 26, 27 für die Rundgel-Fokussierung be­
schriebenen Methoden der PAGIEF wurden von uns 
m odifiziert11 und in einer Apparatur für die Disk- 
Elektrophorese (Fa. Desaga, Heidelberg) durchge­
führt. Die Trennung der Proteine erfolgte in 
105 mm langen zylindrischen Trenngelen in 150 mm 
langen Glasröhrchen mit einem inneren Durchmes­
ser von 5 mm. Das 7-proz. Trenngel wurde aus fol­
genden Lösungen hergestellt: 7,5 ml einer wäßrigen 
Lösung von 28,0 g Acrylamid und 0,735 g N,Nr- 
Methylenbisacrylamid in 100 ml; 7,5 ml einer wäß­
rigen Lösung von 0,14 g Ammoniumperoxidisulfat 
in 100 ml; 1,5 ml Ampholine (LKB Producter Car­
rier Ampholyte 40% w/v, pH 3 — 10); 13,5 ml W as­
ser. Diese 30 ml Lösung reichen für 14 Glasröhr­
chen, die man in der Apparatur gleichzeitig laufen 
lassen kann.

Nach dem Polymerisieren des Gels werden 200 [A 
einer 1 — 2-proz. Lösung aus dem cytoplasmatischen 
Pulver (0,5 — 1% Protein) langsam auf das Gel 
pipettiert, am besten mit einer automatischen Pipette 
(Eppendorf), und zwar so, daß man die Lösung 
an der Glaswand herunterfließen läßt. Für die Her­
stellung der Proteinlösung wird eine 25-proz. Sac- 
charose-Wasserlösung verwendet. Über die Protein­
lösung wird schließlich vorsichtig, am besten mit 
einer Spritze, eine 20-proz. Saccharose-Wasser- 
lösung, die 2% Ampholine enthält, bis an den obe­
ren Glasrand der Gelröhrchen geschichtet.

Als Elektrolyt werden im unteren Gefäß eine
2 -proz. Äthylendiaminlösung (Kathode) und im 
oberen Gefäß eine 1 -proz. Phosphorsäurelösung 
(Anode) verwendet. Während der Fokussierung 
wird die Apparatur auf +  4 °C gekühlt.

Man schaltet pro Gelsäule auf konstante Strom­
stärke von 2 mA (28 mA) bis die angelegte Span­
nung auf 500 V angestiegen ist. Dann schaltet man 
auf konstante Spannung von 500 V um und fokus­
siert zuerst bis zum konstanten Stromabfall und 
dann noch eine Stunde weiter (Gesamtzeit circa 3 
S tunden).

Nach der Fokussierung werden die Gele in den 
Röhrchen mit Hilfe einer Spritze mit langer Kanüle 
und Wasser von der Wand vorsichtig abgelöst, her­
ausgenommen und zur Fixierung der Proteine und 
Auswaschen der Trägerampholyte in eine 12-proz. 
Trichloressigsäure-Lösung eingebracht. Das TCA- 
Bad wird zweimal nach je 1 Stunde gewechselt und 
dann über Nacht stehengelassen. Anschließend ent­
fernt man das TCA aus den Gelen durch Waschen

mit einer Lösung aus Methanol : Eisessig : Wasser 
=  45 : 10 : 45. Nach dem Auswaschen wird dann 
1 — 2 Stunden lang mit 0 ,1-proz. Coomassie Brillant 
Blue G 250-Lösung (Serva) in Methanol : Eis­
essig : Wasser =  45 : 10 : 45 angefärbt und der 
überschüssige Farbstoff mit der gleichen Lösung 
ohne Farbstoff durch mehrmaliges Wechseln ausge­
waschen. Man bewahrt die Gele in Reagenzgläschen 
in 7-proz. Eisessig auf.

Ergebnisse und Diskussion

Bei der isoelektrischen Fokussierung in Poly­
acrylamidgelen wurden die Zellproteine im Falle der 
Hefen in über 30 Banden aufgetrennt, wogegen 
bei der dünnschicht-isoelektrischen Fokussierung 
höchstens 20 Banden zu erzielen waren (Abbn. 1, 3 
und 4 ).
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Ein wesentlicher Vorteil der isoelektrischen Fokus­
sierung in Polyacrylamidgelen im Vergleich zur 
DIEF besteht auch in der Möglichkeit, ein 10-faches 
Volumen an Probe auf tragen zu können. Dadurch 
kommen auch schwächere Proteinbanden zum Aus­
druck, die man in der DIEF kaum nachweisen kann 
Auf diese Weise ist es bei den Hefen möglich gewor­
den, den Bereich von pl =  6,35 und höher, der bei 
der DIEF unbesetzt bleibt, für die Differenzierung 
der Proteine zu nutzen. Noch vorteilhafter wirkt sich 
die PAGIEF bei den Proteinmustern von Achromo-

Abb. 1. Densitogramme 
der Protein-Verteilungsmu- 
ster von untergäriger Bier­
hefe (A) und obergäriger 
Bierhefe (B). Densitometer 

der Fa. Vitatron.
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bacter  aus, wo mittels der DIEF 15 Peaks bis zum 42 4.54,7 5.2 

pl 5,9 erfaßt werden können, mit der PAGIEF aber 1 1 1 1 
darüber hinaus noch 22 (Abbn. 2 A, 3 und 4 ).

5,9 6.3 6.4 73 7.7 0.2 6,5 9,3 p l
I I

k h

Abb. 2. Densitogramme 
der Protein-Verteilungsmu- 
ster von Achromobacter al- 
caligenes (A) und Pseudo- 

monas ovalis (B ).

A chrom obacter unterscheidet sich ferner von den 
Hefen und von P seudom onas besonders dadurch, 
daß in seinem Verteilungsmuster der „saure Be­
reich“ (pH 4,2) vergleichsweise stark mit Proteinen 
besetzt ist (Abbn. 2 B, 3 und 4 ).

Die Proteine von P seudom onas liegen dagegen in 
einem Bereich, der mit den Hefeproteinen vergleich­
bar ist. Die relative Verteilung in diesem Bereich 
ist jedoch grundsätzlich unterschiedlich (Abbn. 3 
und 4 ).

In Abb. 3 * werden die Trenngele in einer Gegen­
überstellung abgebildet.

Trotz der nahen Verwandtschaft der beiden Bier­
hefen sind die beiden Muster von ober- und unter­
gärigen Bierhefen verschieden. Die bei der unter­
gärigen Hefe auftretenden Bande beim p l 6,3 fehlt 
bei der obergärigen. Weitere reproduzierbare Unter­
schiede sind aus den Abbn. 1, 3 und 4 erkennbar.
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Saccharomyces cerevisiae 
syn. C arlsbergensis  
(u n terg ärig e  B ie rh e fe )

Saccharom yces cerevisiae  
(o b erg ärig e  B ie rh e fe )
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Abb. 4. IEF-Pherogramme im Vergleich zu Leitproteinen. 
F =  Ferritin; A =  Serumalbumin; L =  /?-Lactoglobulin; 
CA =  Conalbumin; MP =  Myoglobin (Pferd); MW =  Myo­

globin (W al); R =  Ribonuclease; C =  Cytochrom C.

Die ausgewählten Beispiele zeigen, daß mit Hilfe 
der PAGIEF eine weit bessere Heterogenität der 
Proteine zu erreichen ist als mit der Disk-Elektro­
phorese bzw. der dünnschicht-isoelektrischen Fokus­
sierung. Selbst nah verwandte Hefen lassen sich re­
produzierbar anhand ihres Proteinbestandes diffe­
renzieren. Damit dürfte eine brauchbare Basis zur 
Klassifizierung von Mikroorganismen gegeben sein.

In 11 — 17 Einzelbestimmungen pro Kultur be­
trägt die durchschnittliche Streuung der Einzelbande 
um den Mittelwert ±  5% . Diese Streuung ist inso­
fern unerheblich, als das jeweilige Verteilungsmuster 
voll erhalten bleibt und entsprechende Korrekturen 
über relative Retentionsdaten möglich sind. Uber 
vergleichende Extraktionsverfahren (Biox-X, Ultra­
schall, Zellhomogenisator und Lösungsmittelextrak­
tion) und deren Reproduzierbarkeit wird gesondert 
berichtet14.

* Abb. 3 siehe Tafel auf Seite 764 a.
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