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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Mechanismen der Pathogenabwehr in Pflanzen

Pflanzen kommen im Laufe ihres Lebens mit einer groRen Zahl anderer Organismen in
Kontakt, von denen ein beachtlicher Teil die Entwicklung und das Uberleben der Pflanze
2.T. erheblich beeintrachtigen kann. Auch wenn Pflanzen nicht Gber ein den Tieren ver-
gleichbares adaptives Immunsystem verfligen, so haben sie doch im Laufe der Evolution
ein nahezu ebenso komplexes und nicht minder effektives System der Pathogen-
erkennung, Signaltransduktion und Abwehrreaktion entwickelt (Nirnberger, et al., 2004;
Postel, et al., 2009). Fir die meisten Mikroorganismen stellen Pflanzen, u.a. aufgrund
konstitutiver Abwehrmechanismen (wie z.B. die auf der Zellwand aufgelagerte Cuticula
und konstitutive antimikrobielle Pflanzenstoffe), keinen Wirt dar. Zur Abwehr der
spezifisch pflanzenpathogenen Mikroorganismen und Viren ist hdufig die Aktivierung
spezieller Reaktionen notwendig.
Im Laufe der Coevolution von Pathogen und Wirt haben sich komplementare
Avirulenz (Avr)- Resistenz (R)- Gensysteme entwickelt. Sind in Pathogen und Wirt jeweils
korrespondierende Avr-Gene bzw. R-Gene prasent, so kommt es zu keiner (bzw. einer
nur sehr schwachen) Infektion durch das Pathogen - die Pflanze ist resistent. Man spricht
auch von einer inkompatiblen Interaktion. Sind jedoch entweder Avr-Gene oder R-Gene
inaktiv oder fehlen, fiihrt das zu einer erfolgreichen Infektion (kompatible Interaktion).
Resistenz-Gene und ihre Homologen gehdren zu den am weitesten verbreiteten Genen
in pflanzlichen Genomen (Meyers, et al., 1999).
Die wohl bekannteste pflanzliche Abwehrreaktion ist die Hypersensitive Reaktion (HR),
die meist als ein lokal begrenztes Absterben von infizierten Zellen beobachtet wird, was
die weitere Ausbreitung des Pathogens verhindert oder stark verlangsamt. Diese
Reaktion ist das Ergebnis eines komplexen Zusammenspiels von:
- lokalen Wandverdickungen (Papillen) u.a. durch Vernetzung Prolin-reicher
Proteine (Grant, et al., 1999; Van Breusegem, et al., 2001; Nirnberger, et al.,
2004),
- die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wie beispielsweise H,0,, O, oder
Singulett-Sauerstoff (siehe 1.1.2),
- Apoptose-Mechanismen, analog denen tierischer Zellen (Lam, et al., 2002).
Eine pflanzentypische Abwehrreaktion ist die Expression der Biosynthese anti-
mikrobieller Sekundarstoffe, der sog. Phytoalexine (siehe 1.1.3).

1.1.1 Mechanismen der Pathogenerkennung

Wichtige Vorausetzung fur die Aktivierung der nicht-konstitutiven Abwehrreaktionen ist
die spezifische Erkennung des Pathogens durch die Pflanze. Mit dem Pathogen asso-
zilerte molekulare Strukturen (PAMPs: "pathogen associated molecular pattern")
werden von der Pflanze durch entsprechende Rezeptoren (PRRs: "pattern recognition
receptor") erkannt. Definiert sind PAMPs als fir das Pathogen essentielle, strukturell
konservierte und pathogenspezifische (also nicht im Wirt vorkommende) Strukturen. Sie
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stellen (im Gegensatz zu den sehr spezifischen Avr-Genprodukten, siehe 1.1) unspezi-
fische, d.h. allgemeine oder generelle Elicitoren dar. Zu den von PRRs erkannten PAMPs
gehoren u.a. Lipopolysaccharide (LPS) (Zeidler, et al., 2004; Newman, et al., 2002), das
Strukturprotein Flagellin (Felix, et al., 1999), Glykoproteine (Angelova, et al., 2006) oder
Peptidoglykane (Gust, et al., 2007). Solche vom Pathogen selbst stammenden Strukturen
werden auch als MAMPs ("microbe associated molecular pattern") bezeichnet. Daneben
kdnnen auch wirtseigene Molekile (wie durch mikrobielle Lyse freigesetzte Zellwand-
oligomere) Ausloser von Abwehrreaktionen sein (Ebel, et al., 1998; Aziz, et al., 2007).
Diese werden unter der Bezeichnung DAMPs ("danger asscociated molecular pattern")
zusammengefasst.

Einer der ersten in Pflanzen identifizierte Pathogen-Rezeptoren ist der Flagellinrezeptor
FLS2 ("flagellin sensitiv 2") aus Arabidopsis thaliana. Er gehoért zur Klasse der RLKs
("receptor like kinase") und besteht aus einem N-terminalen Signalpeptid, einer extra-
zelluldaren LRR ("leucine rich repeat")-Domane, einer Transmembran- sowie einer cyto-
plasmatischen Kinasedomane (Gomez-Gémez, et al., 2000) und weist somit erstaunliche
Ahnlichkeit zu tierischen PRRs wie beispielsweise dem TOLL-Rezeptor aus Drosophila
(Lemaitre, et al., 1996) bzw. den TOLL-like Rezeptoren (TLR) der Wirbeltiere auf (Kiyoshi,
et al., 2005).

FLS2 bindet liber die LRR Domane ein 22 Aminosauren langes Motiv (flg22) bakteriellen
Flagellinproteins. Innerhalb weniger Minuten kommt es dann zu einer Dimerisierung mit
BAK1 ("BRI1 associated receptor kinase") einer weiteren LRR-RLK, die die Funktion von
FLS2 positiv reguliert. BAK1 Mutanten zeigen eine normale flg22-Bindung, aber
anormale Flagellin-induzierte Reaktionen (Chinchilla, et al., 2007).

Die meisten der bisher gefundenen RLKs geh6ren zur LRR-Klasse. Beispielsweise besitzen
216 der 417 in Arabidopsis thaliana identifizierten RLKs eine LRR-Domane (Diévart, et al.,
2003). Aber auch in einer Reihe anderer Pflanzenspezies, wie z.B. Reis (Xa21 (Song, et al.,
1995)), Tomate (LeFLS2 (Robatzek, et al.,, 2007)) oder Kartoffel (StLRPK1 (Wu, et al.,
2009)), wurden LRR-RLKs identifiziert.

Wahrend die Erkennung von PAMPs in Pflanzen extrazellular erfolgt, konnen Avr-Gen-
produkte, die vom Pathogen beispielsweise liber das TTSS ("type Il secretion system") in
das Cytoplasma gelangen, dort von pflanzlichen R-Genprodukten erkannt werden (Boch,
et al.,, 2009). Ein Beispiel hierflir ist die Erkennung des AvrPto-Produktes von
Pseudomonas syringae durch eine in Tomate intrazelluldr lokalisierte, Pto-codierte
Serin/Threonin Kinase (Martin, et al., 1993; Sessa, et al., 2000). Aber auch die LRR-
Rezeptoren spielen bei der intrazellularen Pathogenperzeption eine groRe Rolle. Die
sogenannten NB ("nucleotid-binding") -LRR Gene bilden eine grofle Gruppe von pflanz-
lichen R-Genen. Zu diesen gehoren das RPS2-Gen aus Arabidopsis thaliana (erkennt
AVrRPt2 aus P. syringae pv. tomato) (Mindrinos, et al., 1994; Bent, et al., 1998), das Pi-
ta-Gen aus Reis (erkennt AvrPita aus Magnaporthe grisea) (Jia, et al., 2000), das L6-Gen
aus Flachs (erkennt AvrL6 aus Melampsora lini) (Lawrence, et al., 1995) sowie das N-Gen
aus Tabak (erkennt Replikase aus dem Tabakmosaikvirus) (Whitham, et al., 1994) um nur
einige Beispiele zu nennen.
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1.1.2 Mechanismen der Signaltransduktion

Signaltransduktionskaskaden verbinden Uber Signalproteine und sogenannte "second
messenger" den Vorgang der Pathogenerkennung mit der Abwehrreaktion. Anderungen
im Verteilungsmuster bestimmter lonen (z.B. Ca** oder H*), die Produktion von ROS und
Stickstoffmonoxid (NO) ebenso wie Phosphorylierungen im Zuge der Aktivierung von
MAPK-Kaskaden gehoren zu den prominentesten Ereignissen solcher Signalwege
(NUrnberger, et al., 2001).

lonenfliisse gehdren zu den ersten messbaren Ereignissen nach Elicitorkontakt. In zahl-
reichen experimentellen Systemen wurde dabei ein Anstieg der intrazellularen Calcium-
konzentration, ein Efflux von K*- und Cl-lonen, sowie eine Alkalisierung des AuRen-
mediums und Ansduerung des Cytoplasmas festgestellt (Roos, 2000).

Es ist bereits seit einiger Zeit bekannt, dass in der Plasmamembran lokalisierte Calcium-
kanale auf verschiedene Elicitoren reagieren (Zimmermann, et al., 1997; Gelli, et al.,
1997). Da Ca**-lonen auch in zahlreichen anderen Signalkaskaden (z.B. zur Offnung und
SchlieBung der Spaltdffnungen) eine Rolle spielen, ohne dass dabei eine Aktivierung der
Pathogenabwehr erfolgt, sind offenbar fiir die korrekte zelluldre Interpretation des Ca**-
Signals seine Amplitude und Zeitdauer entscheidend. Moderate, langer anhaltende
Anstiege des intrazelluldren Ca2+—SpiegeIs scheinen fir die Pathogenabwehr typisch zu
sein, weniger jedoch kurze oder oszillierende Signale (Nirnberger, et al., 2004).

Ahnlich verhilt es sich mit transienten pH-shifts im Cytoplasma. Sie fungieren offenbar
ebenfalls als intermediares Signal der Pathogenabwehr (Roos, et al., 1998; Lapous, et al.,
1998). Da der physiologische pH-Wert des Cytoplasmas in Pflanzenzellen einer prazisen
Regulation unterliegt und durch mehrere Puffersysteme stabilisiert wird, erfolgen pH-
shifts langsamer und haben eine geringere Amplitude als Ca’*-shifts (Viehweger, 2002).
Aus diesem Grund sind wahrscheinlich cytosolische pH-shifts im Gegensatz zu Signaturen
der Ca’*-Verteilung, erst einige Zeit spater als "second messenger" charakterisiert
worden (Sakano, 2001).

In einigen Testsystemen wurde gefunden, dass zur tempordren Ansauerung des
Cytoplasmas, Protonen aus dem AuBenmedium aufgenommen werden, was gleichzeitig
zu dessen Alkalisierung fihrt. Jedoch missen die Protonen zur Senkung des pH-Wertes
des Cytoplasmas nicht in jedem Fall von auRen aufgenommen werden. Fir Zellkulturen
von Eschscholzia californica ist gezeigt worden, dass diese Protonen aus der Vakuole
stammen, und dass zur Ausloésung der Phytoalexinbildung keine Alkalisierung des
AuRenmediums erforderlich ist (Roos, 2000). Ahnlich wie bei den Ca2+—SignaIen ist auch
bei den pH-shifts das raumliche und zeitliche Verteilungsmuster sowie das Ausmal} der
Ansduerung entscheidend fiir die Interpretation des Signals von der Zelle (Lapous, et al.,
1998; Roos, et al., 2006).

Wihrend Uber downstream-Ereignisse nach cytoplasmatischen H*-Peaks noch weit-
gehend Unklarheit herrscht, sind solche fir Ca’*-transients z.T. sehr gut beschrieben.
Neben einigen Phospholipasen (Munnik, et al., 1998) werden vor allem Caz+—abhéngige
Kinasen (CDPK, "calcium dependent protein kinase") durch Ca®"-transients aktiviert.
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CDPKs sind Ser/Thr Proteinkinasen die eine Ca’**-bindende "calmodulin like" Domine
besitzen. Sie spielen eine Rolle in vielen pflanzlichen Stoffwechselprozessen wie
Wachstum und Entwicklung (Yoon, et al., 2006), Hormon-Antworten (Gargantini, et al.,
2009) sowie in der Adaption von biotischem und abiotischem Stress (Freymark, et al.,
2007). Wahrend der Pathogenabwehr aktivieren CDPKs NADPH-Oxidasen durch
Phosphorylierung der N-terminalen Region. Am besten untersucht sind RBOH-Enzyme
("respiratory burst oxidase homolog") (Kobayashi, et al., 2007), die Homologe zu den in
Saugetieren vorkommenden NADPH-Oxidasen darstellen. RBOHs wurden in einer ganzen
Reihe von Pflanzengenomen wie beispielsweise Arabidopsis thaliana (Torres, et al.,
2005), Oryza sativa (Groom, et al., 1996), Solanum lycopersicum (Amicucci, et al., 1999),
Nicotiana tabacum (Simon-Plas, et al., 2002) und Nicotiana benthamiana (Yoshioka, et
al., 2003) gefunden. RBOH-Proteine sind in der Plasmamembran lokalisiert (Kobayashi,
et al., 2006) und koénnen auBer durch Phosphorylierung zudem direkt durch Erhéhung
der cytosolischen Ca**-Konzentration aktiviert werden (Sagi, et al., 2001).

RBOHs bewirken die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wie H,0, und O, durch
Katalysierung der in Abb. 1-1 dargestellten Reaktion (Baker, et al., 1995). Die Dismuta-
tion der Sauerstoffradikale zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff kann dabei sowohl
spontan ablaufen, als auch durch Superoxiddismutasen (SOD) katalysiert werden.

NADPH + H* NADP*
20, / 20,+2H* — > H,0,+0,
NADPH-Oxidase (SOD)

Abb. 1-1 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies nach Baker, et al., 1995.

Diese Produktion von ROS wird als "oxidative burst" (OB) bezeichnet und gliedert sich im
typischen Fall in zwei Phasen: einen nach etwa 3 min einsetzenden kurzen AusstoR von
H,0,, der nach etwa zwei bis drei Stunden von einer ldanger anhaltenden H,0,-
Ausscheidung gefolgt wird. Die ROS erfiillen in diesem Zusammenhang drei wichtige
Funktionen: Zunachst einmal sind sie selbst direkt toxisch und kénnen das eindringende
Pathogen am Wachstum hindern. Gleichzeitig wird die pflanzliche Zellwand, durch
oxidative Quervernetzung von Phenolen und Strukturproteinen verstarkt. Nicht zuletzt
dienen ROS als Signalstoffe fiir die Auslosung weiterer Abwehrmallnahmen wie der
Biosynthese von Phytoalexinen (Yang, et al., 1997; Scheel, 1998; Bolwell, et al., 2002),
beispielsweise liber die Aktivierung von MAPK-Kaskaden.

MAPK ("mitogen activated protein kinase")-Kaskaden gehoren zu den wichtigsten evolu-
tionar konservierten Signalwegen, zur Transduktion extrazelluldrer Stimuli in intra-
zelluldare Reaktionen in Eukaryoten. Dabei handelt es sich um Phosphorylierungs-
kaskaden: MAPKs werden durch MAPK-Kinasen (MAPKKs) aktiviert, die ihrerseits von
MAPKK-Kinasen (MAPKKKs) aktiviert wurden. In Pflanzen sind diese Kaskaden Bestand-
teil einer Reihe von Reaktionen auf biotischen und abiotischen Stress, Hormonen sowie
Zellteilungs- und Entwicklungsprozessen (MAPK-Group, 2002). Allein das Genom von
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Arabidopsis thaliana enthédlt 20 MAPKs, die von maximal 10 MAPKKs aktiviert werden
kénnen, welche wiederum unter Kontrolle von ungefahr 60 MAPKKKs stehen (The
Arabidopsis Genome |Initiative, 2000). Im Zusammenhang mit Pathogenabwehr-
reaktionen ist gezeigt worden, dass exogen zugefiihrtes H,0, zur Aktivierung von
MAPKKKs wie beispielsweise "ANP1" oder "OMTK1" aus Arabidopsis thaliana bzw.
Medicago sativa (Kovtun, et al., 2000; Nakagami, et al., 2004) und damit zur Auslésung
entsprechender MAPK-Kaskaden flhrt. Jedoch gibt es bisher so gut wie keinen Hinweis
darauf, dass diese Aktivierung durch H,0, bedingte oxidative Modifikation der MAPKKKs
selbst erfolgt. Es ist daher zu vermuten, dass in diesen Fallen noch wenigstens ein H,0,
Sensorprotein der Aktivierung vorangeschaltet ist (Hancock, et al., 2006).

Es existieren aber auch H,0, unabhdngige Signalwege, die MAPK-Kaskaden enthalten.
Bindet beispielsweise der bereits unter 1.1.1 erwdahnte Rezeptor FLS2 aus Arabidopsis
das PAMP flg22, so wird die MAPKKK 'MEKK1' aktiviert, die ihrerseits die MAPKKs 'MKK4'
und 'MKK5' phosphoryliert, was wiederum zur Aktivierung der MAPKs 'MPK3' und
'MPK6' fiihrt. Am Ende dieses Signalwegs steht die Aktivierung der Transkriptions-
faktoren 'WRKY29' und 'FRK1' die vermutlich Gber die Inaktivierung eines mutmalilichen
WRKY-Repressors durch Phosphorylierung erreicht wird (Asai, et al., 2002).

Es konnte gezeigt werden, dass in PAMP behandelten Petersilie-Zellen wenigstens eine
der aktivierten MAPK in den Zellkern wandert (Ligterink, et al., 1997), wo sie an der OB-
unabhdngigen Aktivierung der Expression von Genen der Immunreaktion beteiligt ist
(Kroj, et al., 2003), die wiederum ebenfalls von WRKY-Transkriptionsfaktoren reguliert
werden (Eulgem, et al., 1999).

1.1.3 Bildung von Phytoalexinen

Neben der bereits beschriebenen, durch ROS und NO ausgelésten hypersensitiven Re-
aktion (HR), besitzen Pflanzenzellen mit der Fahigkeit zur Produktion von Phytoalexinen
eine nicht selbst-zerstérende aber dennoch effektive Moglichkeit der antimikrobiellen
Pathogenabwehr.

Als Phytoalexine fungieren niedermolekulare sekundare Pflanzenstoffe verschiedenster
Stoffklassen (z.B. Flavonoide, Terpenoide, Stilbenoide, Polyacetylene, Isoflavone oder
Alkaloide) mit antimikrobiellen Eigenschaften (Paxton, 1981). Typisch fir Phytoalexine
ist die Induzierbarkeit ihrer Synthese, d.h. ihre Produktion bzw. Uberproduktion erfolgt
erst nach Infektion bzw. Elicitierung. Dies wird erreicht durch ein "Umschalten" der Gen-
expression zugunsten einer Bildung von Proteinen/Enzymen, die fiir die Phytoalexin-
synthese notwendig sind. In Anbetracht der Toxizitdt der Phytoalexine ist zudem zu er-
warten, dass aufler den Biosyntheseenzymen Proteine zur Kompartimentierung, zum
Transport und zur Detoxifikation coexprimiert werden missen (Angelova, et al., 2010).
Diese Genregulation erfolgt Gberwiegend mithilfe von Transkriptionsfaktoren. Allein im
Genom von Arabidopsis thaliana wurden bisher 1922 solcher Transkriptionsfaktoren
identifiziert, die 64 Familien zugeordnet werden konnen (Guo, et al.,, 2005),
(http://datf.cbi.pku.edu.cn/; 15.11.2011). Obwohl nahezu alle groRen Transkriptions-
faktor-Familien Mitglieder enthalten, die an der Regulation von Genen der Stressantwort
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bzw. der Kontrolle des Sekundarstoffwechsels beteiligt sind, scheinen Mitglieder der
AP2/ERF-, der bZIP- ("basic-domain leucine zipper"), der MYB-, sowie der WRKY-Familie
bevorzugt an der Regulation des Sekundarstoffwechsels teilzuhaben (Singh, et al., 2002).
Im Folgenden sollen Beispiele aus der AP2/ERF und der WRKY Familie angefuihrt werden.
Die AP2/ERF Familie ist eine der groBten Familien pflanzenspezifischer Transkriptions-
faktoren, mit mindestens 146 Vertretern in Arabidopsis thaliana (Riechmann, et al.,
2000). IThren Namen verdankt sie der Tatsache, dass ihr erster beschriebener Vertreter
durch die Klonierung eines mutierten "apetala2"-Gens aus Arabidopsis thaliana ge-
funden wurde. Das in diesem Protein gefundene 59 AS-lange DNA-Bindungsmotiv wurde
AP2-Domaéne genannt (Jofuku, et al., 1994). Kurze Zeit spater wurde diese Domaéne in
weiteren DNA-bindenden Proteinen gefunden. Diese binden an die GCC-Box, eine 11 bp
lange konservierte Sequenz (TAAGAGCCGCC), in der Promotorregion von PR-Genen
("pathogen related") die durch Ethylen induziert werden (Ohme-Takagi, et al., 1995).
Diese Proteine wurden schlieRlich als ERF ("ethylen response factor") bezeichnet. Die
meisten bisher untersuchten ERF Proteine sind Aktivatoren der Transkription, aber es
wurden auch Transkriptionsinhibitoren unter ihnen gefunden (Fujimoto, et al., 2000).
Ebenfalls zur AP2/ERF-Familie gehoren die ORCA-Proteine ("octadecanoid-derivate
responsive Catharanthus AP2 domain"). Diese regulieren in Catharanthus roseus Gene
der Synthese von monoterpenen Indolalkaloiden Gber Bindung an das ein GCC-Motiv
enthaltende JERE ("jasmonate- and elicitor-responsive element") (Menke, et al., 1999a;
Van der Fits, et al., 2001).

Bis auf wenige Ausnahmen kommen auch die Vertreter der WRKY Transkriptions-
faktoren ausschlielRlich in Pflanzen vor. Sie enthalten ein oder zwei WRKY-DNA-
Bindedomanen, ein jeweils ca. 60 AS langes Motiv, das aus der hochkonservierten
Sequenz WRKYGQK sowie einem zinkfingerahnlichen Motiv besteht. Die Regulation er-
folgt Uber die DNA-Bindung an die sogenannte W-Box, eine DNA-Sequenz der Struktur
(T)(T)TGAC(C/T) (Eulgem, et al., 2000), die in den Promotorregionen einiger pflanzlicher
Resistenzgene vorkommt (Chen, et al., 2002; Maleck, et al., 2000). Auch diese Familie ist
verhaltnismaRig grol3, so finden sich im Arabidopsis Genom beispielsweise mindestens
72 Vertreter. Die Mitglieder dieser Familie sind an der Regulation einer ganzen Reihe
pflanzentypischer Prozesse beteiligt, wie z.B. der Pathogenabwehr, Alterungsprozessen
oder der Trichomentwicklung (Eulgem, et al., 2000).
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1.2 Signalmechanismen fiir die Induktion der Phytoalexin-Biosynthese in
Eschscholzia californica

Kommt eine Kalluskultur des Kalifornischen Goldmohns (Eschscholzia californica, Cham.,
Papaveraceae), mit einem Pathogen in Berlihrung, so verfarbt sie sich an der Kontakt-
stelle rot [Abb. 1-2]. Diese eher zufdllige Entdeckung zeigt, dass die Biosynthese von
Phytoalexinen, in diesem Fall den rétlichen Benzo[c]phenanthridinen, in dieser Pflanze
induzierbar ist (Schumacher, et al., 1987).

Abb. 1-2 Mit Pilz kontaminierte Kalluskultur von Eschscholzia californica.

Auch die in Suspension kultivierten Zellen reagieren auf den Kontakt mit biotischen und
abiotischen Elicitoren mit der verstdrkten Biosynthese von Benzo[c]phenanthridin-
Alkaloiden z.B. Sanguinarin, Chelirubin, Chelerythrin, Chelilutin und Macarpin
(Schumacher, et al., 1987; Weiss, 2004). Diese stellen dullerst potente Phytoalexine dar
(Farber, 2002). Sie verhindern das Wachstum von phytopathogenen Bakterien und Pilzen
aufgrund vielfaltiger Wirkmechanismen:

- Als hydrophobe Kationen weisen sie eine deutliche Membrantoxizitat auf. Die
Storung der Membranpermeabilitdit und Depolarisation fihren zu einer
Entkopplung der ATP-Synthese und einer Inhibition von ATP-asen (Faddeeva, et
al., 1997).

- Sie interkalieren in GC-reiche Bereiche doppelstrangiger Nukleinsauremolekiile,
was eine Hemmung der DNA-Polymerase und somit eine Storung der Trans-
kription zur Folge hat (Schmeller, et al., 1997).

- Die Interaktion mit nucleophilen Gruppen (z.B. SH-Gruppen) kann zur Hemmung
der Funktion einer Reihe von Proteinen und Enzymen (auch hier haufig ATP-asen)
fihren (Faddeeva, et al., 1997). Fir Sanguinarin wurden antimitotische Effekte
nachgewiesen, die vermutlich auf einer Hemmung der Tubulinpolymerisation,
beruhen (Wolff, et al., 1993; Vollmer, 2006).

Die Auslosung der Biosynthese dieser Toxine erfolgt durch mindestens zwei konver-
gierende Signalwege (Roos, et al., 1998; Roos, et al.,, 1999; Viehweger, et al., 2002;
Farber, et al., 2003; Roos, et al., 2006) (siehe Abb. 1-3):
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Niedrige Elicitorkonzentrationen (1 ug/ml im AuRenmedium) aktivieren iber den "LPC-
ApH-Weg" zunachst eine G-Protein-kontrollierte Phospholipase A, (PLA;) (Roos, et al.,
1999; Heinze, et al., 2007). Diese Ca2+—unabhéngige Enzymaktivitdt kann nicht nur in
intakten Zellen, sondern auch in Plasmamembran-Vesikeln gemessen werden und ist
durch bekannte PLA,-Inhibitoren, wie Aristolochiasdure oder Chlorpromazin hemmbar.
Durch die gesteigerte Hydrolyse von Phospholipiden kommt es zu einem transienten
Konzentrationsanstieg des Spaltproduktes Lysophosphatidylcholin (LPC), das seinerseits
als "second messenger" fungiert. LPC erhéht die Na'-Sensitivitit eines am Tonoplast
lokalisierten Na*/H*-Austauschers (Roos, et al., 2006). Dies fiihrt zum transienten Efflux
von Protonen aus der Vakuole in das Cytoplasma und damit zu einem H*-Peak (Roos, et
al., 1998; Roos, et al., 1999; Viehweger, 2002). Der cytoplasmatische pH-shift ist ein Teil
der Signalkette zur Auslosung der Alkaloidbiosynthese: diese kann durch die kiinstliche
Ansduerung des Cytoplasmas ausgelost und durch Neutralisierung des vakuoldaren pH-
Wertes verhindert werden (Roos, et al.,, 1998). Die Signalereignisse nach dem pH-shift
waren zu Beginn dieser Arbeit weitgehend unklar. Arbeiten von Evers (2003) weisen auf
eine Beteiligung der Tyr-Phosphorylierung unbekannter Proteine hin: mithilfe Tyrosin-
phosphat-spezifischer Antikorper wurden nach Elicitorkontakt auftretende Protein-
banden detektiert, und spezifische Kinase- oder Phosphataseinhibitoren verhinderten
die Auslosung der Alkaloidproduktion in elicitierten Zellkulturen.

Als Endergebnis des Signalweges wird interessanterweise nicht nur das ratelimitierende
Protein der Alkaloid-Biosynthese, die 4-O-Methyltransferase U(iberexprimiert, sondern
auch eine Gruppe Stress-responsiver Proteine, d.h. GAPDH, Cyclophilin A und HSP 70.
Offenbar erfordert die Alkaloid-Biosynthese Sicherheitsmallinahmen &hnlich der
Reaktion auf oxidativen Stress (Angelova, 2007; Angelova, et al., 2010).

Hohe Elicitorkonzentrationen (> 10 pg/ml im AuBenmedium) I6sen einen weiteren, pH-
unabhangigen Signalmechanismus ("Jasmonat-Weg") aus (Farber, et al., 2003). Dieser
flihrt zu einem Peak von Jasmonsdure, die seit langerem als Induktor von Enzymen der
Phytoalexin-Biosynthese in Eschscholzia (Gundlach, et al., 1992; Miiller, et al., 1993;
Haider, et al., 2000) und anderen Pflanzen (Van der Fits, et al., 2001) bekannt ist. In
Eschscholzia ist wahrscheinlich der Transkriptionsfaktor ERF2 an der Jasmonat-
abhangigen Induktion der Benzo[c]phenanthridin-Biosynthese beteiligt (Kurz, 2009).
Neben der Phytoalexinbildung bewirken hohe Elicitorkonzentrationen eine Alkalisierung
des Kulturmediums, Verlust von zellularen Kaliumionen, Polyphenolbildung ("browning")
und hypersensitiven Zelltod.
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low elicitor conc.
high elicitor /
conc.

linolenic acid
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jasmonate content

hypersensitive jasmonate-triggered
response gene activation

protein phosphorylation

N
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Abb. 1-3 Schematische Darstellung der durch Elicitorkontakt ausgeldsten Signaltransferwege in
suspensionskultivierten Zellen von Eschscholzia californica nach Roos, et al., 2006.
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1.3 Biosynthese der Benzo|c]phenanthridin-Alkaloide in Eschscholzia
californica

Mit mehr als 2500 bekannten Verbindungen stellen die Benzylisochinolinalkaloide eine
recht grofle Gruppe innerhalb der Naturstoffe dar (Ziegler, et al., 2008). Einige der
wichtigsten Arzneistoffe stammen aus dieser Gruppe. Allen voran das Morphin und
dessen Derivate, die aus der modernen Medizin nicht wegzudenken sind.

Der komplexe Syntheseweg wurde wesentlich mithilfe von Eschscholzia-Suspensions-
kulturen aufgeklart (Zenk, 1994).

Bis zu dem zentralen Intermediat (S)-Retikulin, das aus Tyrosin gebildet wird, verlauft die
Biosynthese aller Benzylisochinoline identisch. Von da an verzweigen sich die Synthese-
wege in Richtung der Protoberberin-, Morphinan- und Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide.
Letztere werden vornehmlich von Mitgliedern der Papaveraceae, Rutaceae und
Fumariaceae synthethisiert (Krane, et al., 1984). In Abb. 1-4 ist beispielhaft die Synthese
von Sanguinarin, Chelirubin und Marcapin schematisch dargestellt. Zu den wichtigsten
Enzymen, die die mehr als 20 Reaktionsschritte zu den Benzo[c]phenanthridinen kata-
lysieren, gehoren:

- die Methyltransferasen: 6-OMT, CNMT, 4'-OMT und TNMT,

- die Cytochrom-P450-abhdngigen Hydrolasen: NMCH, MSH, P6H sowie die 10-
und 12-Hydrolase,

- das hochspezifische, FAD-abhangige Berberinbriickenenzym (BBE), das aus-
schliefRlich (S)-Retikulin als Substrat erkennt (Dittrich, et al., 1991), und dessen
Produkt, (S)-Scoulerin, der gemeinsame Precurser der Benzo[c]phenanthridine
und der Protoberberine (in z.B. Berberis, Captis und Thalictrum) ist,

- die beiden, ebenfalls Cytochrom-P450-abhangigen Enzyme CFS und STS, die die
Dioxolan-Briicken an Ring D und A schlieen und

- die Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase (DBOX), welche die weitgehend ungifti-
gen Dihydrobenzophenanthridine unter Bildung von H,0, zu den wesentlich
toxischeren (siehe 1.2) quartaren Ammoniumverbindungen oxidiert.

Vor kurzem wurde zudem aus Suspensionskulturen von Eschscholzia californica ein
Enzym charakterisiert, das die Reduktion des selbst produzierten, aber auch von auRen
zugesetztem Sanguinarin zu Dihydrosanguinarin katalysiert. Diese Sanguinarinreduktase
(SR) fungiert als ein wichtiges Schutzenzym, das die Zellen vor der Vergiftung mit dem
eigenen Phytoalexin bewahrt (Weiss, et al., 2006; Vogel, et al., 2010).
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Fortsetzung:

Protopin
P6H
o OH
< -t — ‘
N
o]
0
S o]
S 0

6-Hydroxyprotopin

10-Hydroxylase

HyCO

10-Hydroxydihydrosanguinarin Dihydrochelirubin
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12-0MT
o]
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12-Hydroxydihydrochelirubin Dihydromarcapin Marcapin

Abb. 1-4 Schema der Biosynthese der Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide Sanguinarin, Chelirubin und
Marcapin ausgehend von L-Tyrosin nach Zenk (1994) und Facchini & St.Pierre (2005).

TYDC, Tyrosindecarboxylase; NCS, Norcolaurinsynthase; 6-OMT, Norcoclaurin-6-O-Methyltransferase;
CNMT, Coclaurin-N-Methyltransferase; NMCH, N-Methylcoclaurin-3'-Hydroxylase; 4'-OMT, 3'-Hydroxy-N-
Methylcoclaurin-4'-O-Methyltransferase; BBE, Berberinbriickenenzym; CFS, Cheilanthifolinsynthase; STS,
Stylopinsynthase; TNMT, Tetrahydroprotoberberin-cis-N-Methyltransferase; MSH, N-Methylstylopin-
hydrolase; P6H, Protopin-6-Hydrolase; DBOX, Dihydrobenzophenanthridinoxidase; 10-OMT, Hydroxy-
dihydrosanguinarin-10-O-Methyltransferase; 12-OMT, Hydroxydhydrochelirubin-12-O-Methyltransferase
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1.4 "Moonlighting"- Proteine

Der Begriff "moonlighting" bedeutet frei libersetzt so viel wie Schwarzarbeit und wurde
wahrscheinlich durch Gregory A. Petsko (Jeffery, 1999) gepragt, um Proteine zu be-
zeichnen, die neben ihrer katalytischen Aktivitat weitere Funktionen besitzen, welche
nicht katalytischer, sondern struktureller oder regulatorischer Natur sind (Copley, 2003;
Moore, 2004).

Diese Funktionen werden bei unterschiedlichen zellularen Bedingungen sichtbar, z.B.:

- Verdnderungen in der Lokalisation des Enzyms innerhalb oder aufSerhalb der Zelle
Die Escherichia coli Phosphoglukoseisomerase (PutA) besitzt Prolindehydrogenase-
und Pyrrolin-5-carboxylatdehydrogenaseaktivitat, wenn sie mit Plasmamembranen
assoziiert ist und fungiert als DNA-bindender Transkriptionsrepressor wenn sie im
Cytoplasma vorliegt (Muro-Pastor, et al., 1997);

- Expression in verschiedenen Zelltypen
An der Zelloberflache von Endothelzellen ist Neuropilin ein Detektor fiir vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), wahrend es an den Zelloberflaichen von
Axonen Semaphorin Il erkennt, und so dabei hilft, die Axone in die richtige Richtung
zu lenken (Soker, et al., 1998);

- Unterschiedliche Konzentrationen von Liganden, Cofaktoren, Substrat oder Produkt
Die bereits erwahnte PutA bindet an Zellmembranen, wenn die Substrat-
konzentration (Prolin) hoch ist und dissoziiert bei sinkenden Konzentrationen
(Ostrovsky de Spicer, et al., 1993).

Aber nicht nur in Bakterien und Sdugetieren, auch in Pilzen (Gancedo, et al., 2008) und
Pflanzen wurden moonlighting-Enzyme beschrieben, beispielsweise eine Nucleosid-
diphosphatkinase (NDPK) aus Arabidopsis thaliana, die AtINDPK2. Die normale Funktion
von Enzymen dieser Klasse ist der Phosphattransfer auf Nukleosiddiphosphate (NDPs)
bzw. Desoxyribonukleosiddiphosphate (dNDPs) zur Bildung der entsprechenden
Triphosphate (NTPs bzw. dNTPs), wobei keine Spezifitdtsunterschiede zwischen den
Ublichen vier Basen bestehen. AtNDPK2 fungiert aber zusatzlich als Signaltransduktor im
Zusammenhang mit oxidativem Stress indem es eine H,0;-abhdngige MAPK-Kaskade
aktiviert (Moon, et al., 2003).

Insgesamt ist die Anzahl der beschriebenen moonlighting-Proteine recht gering. Fir
Pflanzen waren es bis zum Jahr 2004 gerade einmal sieben (Moore, 2004). Erklaren |dsst
sich diese Tatsache damit, dass es sich haufig um reine Zufallsentdeckungen handelt,
u.a. weil derartige Zusatzfunktionen nicht ohne weiteres liber Gensequenzen oder die
bekannte katalytische Funktion vorhersagbar sind.
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Wie bereits erwahnt, ist der Signaltransfer zur Auslésung der Alkaloidbiosynthese (iber
den LPC-ApH-Weg (siehe 1.2) bisher nur in seinem ersten Teil untersucht. Die
downstream-Ereignisse nach dem pH-shift, einschliellich der beteiligten Gen-Kontroll-
Proteine sind bisher unbekannt. Obwohl eine selektive Phosphorylierung von Proteinen
nach allgemeiner Vorstellung und den Experimenten von Evers (2003) zu erwarten ist,
konnten bisher keine konkreten Kandidaten isoliert werden. Die vorliegende Arbeit
hatte deshalb zum Ziel:

- ein auf der 2D-Proteom-Analyse beruhendes Verfahren zum Nachweis von
Phosphoproteinen in Eschscholzia-Zellkulturen zu etablieren,

- die mit der Auslosung der Alkaloidbiosynthese assoziierte Phosphorylierung von
Proteinen zu untersuchen (dazu sollte der "LPC-ApH-Weg" mit dem "Jasmonat-
Weg" verglichen werden), sowie

- ausgewadhlte Phosphoproteine zu identifizieren, durch RNAi auszuschalten und
die resultierenden Phdnotypen auf ihre Fahigkeit zur Alkaloidbiosynthese zu
untersuchen.

14
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2 Material und Methoden
2.1 Arbeiten mit Suspensionskulturen von Eschscholzia californica
2.1.1 Kultivierung der suspendierten Zellen

Suspendierte Zellen von Eschscholzia californica wurden in LS-Medium®  bei
23 °C bis 24 °C unter Dauerlicht (Photonendichte ca. 7 pmol/m?/s) auf einer Rund-
schiittelmaschine (100 rpm, Amplitude 50 mm) kultiviert. Zur Kultivierung wurde jeweils
ein Teil neun bis zehn Tage alte Kultur mit drei Teilen frischem Nahrmedium gemischt.

Zur Herstellung von Versuchsansatzen wurde jeweils am 7. Tag des Kultivationszyklus
eine Probe der Suspension entnommen. Die Zellen wurden durch Filtration mittels Gaze
(Polyester, Fadenzwischenraum 50-55 um, Reichelt Chemietechnik GmbH & Co Heidel-
berg, BRD) vom alten Medium getrennt und im finffachen Volumen Sorbitlésung
(100 mM) gewaschen. Nach erneuter Filtration erfolgte eine Resuspendierung in LS-
P 75 % (Versuchssuspension). In dieser wurden die Zellen mindestens 1 h equilibriert.

2.1.2 Auslosung der Alkaloid-Biosynthese

Elicitorbehandlung:

Zum Startzeitpunkt (t=0) wurden den in den Versuchsansdtzen befindlichen Zell-
suspensionen 1 pg/ml (niedrige Elicitorkonzentration) bzw. 50 ug/ml (hohe Elicitor-
konzentration) Elicitor zugesetzt. Direkt im Anschluss wurden 10 ml der Suspension in
ein weiteres Kultivierungsgefal® Gberfuhrt. Diese dienten der Bestimmung des Alkaloid-
zuwachses innerhalb von 24 h (siehe 2.1.3).

Die verbleibenden Zellen des Versuchsansatzes wurden 20 min nach Elicitorzugabe
(t=20) durch Absaugen mit einer Wasserstrahlpumpe vom Kultivationsmedium ge-
trennt und in N, lig. schockgefroren.

Auslésung kiinstlicher pH-shifts:

Nigericin-Methode: Die Zellen des Versuchsansatzes wurden wiederum durch Filtration
mittels Gaze vom Medium getrennt und anschlieBend im gleichen Volumen Nigericin-
puffer resuspendiert. Nach einer Inkubation fir 3 min wurden die Zellen erneut vom
Medium getrennt und fir 10 min im flnffachen Volumen Nigericinwaschpuffer
inkubiert. AbschlieBend erfolgte eine Filtration und die Resuspendierung in LS-P 75 %
(t =0). Es wurden 10 ml Suspension zur Bestimmung des Alkaloidzuwachses (siehe 2.1.3)
abgenommen, und zum Zeitpunkt t = 20 die Zellen abgesaugt und schockgefroren.

Puffer-Methode: Die Zellen des Versuchsansatzes wurden zundchst durch Filtration
mittels Gaze vom Medium getrennt und in HEPES pH 7,5 fiir 45 min inkubiert. An-
schlieRend erfolgte wiederum eine Filtration und Resuspendierung in LS-P 75 %. (t = 0).
Es wurden 10 ml Suspension zur Alkaloidbestimmung (siehe 2.1.3) abgenommen und
zum Zeitpunkt t = 20 die Zellen abgesaugt und schockgefroren.

* fur kursiv geschriebene Losungen und Puffer siehe 2.6
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2.1.3 Bestimmung des Alkaloidzuwachses

Bestimmung der Alkaloidkonzentration: 500 ul Zellsuspension wurden mit 500 ul Extrak-
tionsmittel versetzt, 20 min bei 40 °C in einem 1,5 ml ReaktionsgefalR bei 1000 rpm
(Thermomixer Comfort, Eppendorf, Hamburg, BRD) inkubiert und anschliefend zentri-
fugiert (Hetterich EBA 21; 20 min, 12000 rpm). Der Uberstand wurde zur Vermessung
der Alkaloidkonzentration verwendet. Dazu wurden je Probe 100 pl der Flissigkeit in
eine 96 well Microtiterplatte pipettiert. Die Quantifizierung erfolgte mithilfe eines
Fluoreszenz-Readers (Microplate Fluorescence Reader FLy 800, BIO-TEK Instruments Inc.,
Bad Friedrichshall, BRD) bei Ag, = 485 nm, Ag, = 580 nm und Sensitivity: 60. Jede Probe
wurde sechsfach vermessen und der Mittelwert gebildet.

Bestimmung der Zellzahl: 0,1 ml Zellsuspension wurden mit einer NaCl-Lésung (0,9 %) zu
10 ml verdiinnt. Es wurden 20 ul Mucasol” (Brand + Co., Wertheim, BRD) zugesetzt, um
Verklumpungen der Zellen zu vermeiden. Jede Probe wurde mit einem Coulter Counter
(Casy 1, CASY® Technology, Reutlingen, BRD) dreifach vermessen, und der Mittelwert
verwendet. Die ermittelten Messwerte haben die Dimension Mio.Zellen/ml.

Verarbeitung der Rohdaten: Fir die Ermittlung der Alkaloidkonzentration aus den
Reader-Daten wurde mithilfe von Sanguinarinlésungen verschiedener Konzentrationen
eine Kalibriergerade erstellt [Abb. 2-1], mit deren Hilfe die Fluoreszenz-Messwerte in
Alkaloidkonzentrationen umgerechnet werden konnten.

Fir die Auswertung der Versuche wurde fir jede Probe der Quotient aus Alkaloid-
konzentration und Zellzahl ermittelt (Dimension: ug/Mio. Zellen). Die sich innerhalb von
24 h ergebende Differenz dieser GrolRe entspricht dem Alkaloidzuwachs in der jeweiligen
Probe. Diese Daten wurden normiert, wobei der Alkaloidzuwachs nach Zugabe niedriger
Elicitorkonzentrationen 100 % gesetzt entsprach.

y =741,84x + 62,897

R2=0,9995 /
3000

Fluoreszenz

Konzentration [pg/ml]

Abb. 2-1 Kalibriergerade fiir Microplate Fluorescence Reader FLy 800 (Ag, = 485 nm, Ag,, = 580 nm,
Sensitivity: 60).
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2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.2.1 Proteinextraktion

Zur Gewinnung der l6slichen Proteinfraktion wurden die suspensionskultivierten Zellen
von Eschscholzia californica durch Absaugen mit einer Wasserstrahlpumpe zunadchst vom
Medium getrennt und sofort in N, lig. schockgefroren. 200 mg gefrorenes Zellpellet
wurden in einem vorgekihlten Mérser in N, lig. gemahlen bis der Stickstoff verdampft
war. Das erhaltene Zellmehl wurde in ein ebenfalls vorgekiihltes 1,5 ml Reaktionsgefald
Uberfihrt und in 800 ul Extraktionspuffer aufgetaut. Als Extraktionspuffer kamen hier je
nach Anwendung frisch hergestellter Lysispuffer oder der Extraktionspuffer aus dem
"PhosphoProtein Purification Kit" (siehe 2.2.3.2), der zusatzlich 1 %(m/V) Polyclar® AT
enthielt, zum Einsatz.

Die Mischung wurde im Reaktionsgefal? mit einem PP-Pistill homogenisiert und 2x 5 s im
Ultraschallbad (Sonorex TK524, Bandelin, Berlin, BRD) mit 100 % Leistung behandelt. An-
schlieRend wurden die Gefdlle 30 min bei 4 °C und 800 rpm (Thermomixer Comfort,
Eppendorf, Hamburg, BRD) geschittelt. Zur Abtrennung aller unldslichen Bestandteile
und der an das Polyclar® AT gebundenen phenolischen Sekundarstoffe, folgte eine
mehrstufige Zentrifugation jeweils bei 4 °C. Zunachst wurde 45 min bei 1.000 g, der
Uberstand anschlieRend 15 min bei 10.000 g zentrifugiert (Centrifuge 5403, Eppendorf,
Hamburg, BRD). Der so erhaltene Uberstand wurde dann einer Ultrazentrifugation bei
100.000 g (TL-100, Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA, USA) unterzogen und so die
|6sliche Proteinfraktion gewonnen.

2.2.2 Proteinbestimmung

Die wahrend der Arbeit mit Proteinen verwendeten Pufferlésungen enthielten zum Teil
Substanzen, die eine Quantifizierung der Proteine erschweren, wie z.B. reduzierende
Agenzien, Tenside, Chelatbildner oder hohe Konzentrationen Harnstoff. Aus diesem
Grund wurden die im Folgenden beschriebenen Proteinquantifizierungsmethoden ge-
wahlt, die eine Bestimmung auch unter diesen Umstanden zuverlassig gewahrleisteten.

2.2.2.1 Proteinbestimmung mithilfe von 2D-Quant

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration vor der Trennung mittels 2D-Gel-
Elektrophorese (siehe 2.2.5) wurde der Kit "2D Quant" (Cat. No. 80-6483-56, GE-
Healthcare, Freiburg, BRD) verwendet. Der Bestimmung liegt die Bildung eines Protein-
Cu-Komplexes zugrunde und oben beschriebene stérende Substanzen werden durch
Proteinfallung abgetrennt. Die Bestimmung erfolgte nach dem vom Hersteller empfoh-
lenen Protokoll. Zunachst wurde durch Mischen von 100 Teilen "color reagent A" mit
einem Teil "color reagent B" eine ausreichende Menge "working color reagent" her-
gestellt (1 ml pro zu bestimmender Probe). Fiir die Konzentrationsbestimmung wurden
je 15 ul Proteinextrakt (siehe 2.2.1) in 2 ml ReaktionsgefdaRe (Eppendorf, Hamburg, BRD)
gegeben und mit 500 ul "precipitant" versetzt. Nach kurzem Vortexen verblieb die
Mischung 3 min bei RT. AnschlieBend wurden 500 ul "co-precipitant" zugesetzt, die
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Losung durchmischt und 5 min bei 10.000 g zentrifugiert (Centrifuge 5403, Eppendorf,
Hamburg, BRD). Direkt im Anschluss wurde der Uberstand restlos entfernt und das ge-
fallte Protein in 100 ul "copper solution" und 400 ul A.bd. durch Vortexen wieder gelost.
Nach dem Zusatz von 1 ml "working color reagent" und einer 20-minttigen Inkubation
der Proben bei RT, wurden die Absorptionswerte der Losungen bei A =480 nm mittels
eines Spektrophotometers ("Ultrospec 3000", Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) be-
stimmt. Die Grundlage der Quantifizierung bildete eine Kalibriergerade, die mit der im
Kit enthaltenen BSA-L6sung nach gleicher Vorschrift erstellt wurde [Abb. 2-2].

0,9

® y =-0,007x + 0,8205

_ 0,8 \ R2 = 0'991
E o7

S T~
206 >
< \
0,5 _—
0,4 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Proteinmenge [ug]

Abb. 2-2 Kalibriergerade fur Ultrospec 3000 (Absorption 480 nm).

2.2.2.2 Proteinbestimmung mit BCA-Assay

Die BCA-Methode (Smith, et al., 1985) beruht auf dem Prinzip der Reduktion von Cu® zu
Cu® durch die Proteine in der Losung und der Bildung eines farbigen Komplexes der
Bicinchoninsdure mit diesen einwertigen Kupferionen. Da diese Methode besonders
empfindlich gegenliber reduzierenden Agenzien ist, wurde hier der "BCA Protein Assay -
Reducing Agent Compatible Kit" (Cat. No. 23250, PIERCE, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford, USA) verwendet. Auch hier erfolgte die Konzentrationsbestimmung nach dem
vom Hersteller empfohlenen Protokoll. Zunachst wurden 500 pl A.bd. zu der gleichen
Menge "Reconstitution Buffer" gegeben und darin das "Compatibility Reagent" in einem
mitgelieferten lichtundurchlassigen GefaR gelost ("Compatibility Reagent Stock Solution™
— "CRS"). Zudem wurde noch vorbereitend eine ausreichende Menge "BCA-working
reagent" ("BCA-WR") durch Mischen von 50 Teilen "reagent A" mit einem Teil "reagent
B" hergestellt. Die zu bestimmenden Proben wurden in Extraktionspuffer so verdiinnt,
dass sich eine ungefihre Konzentration von 1 pg/ul einstellt. Jeweils 25 pl dieser Proben
wurden mit 25 pl "CRS" in einem 1,5 ml Reaktionsgefals (Eppendorf, Hamburg, BRD)
vermengt und 15 min bei 37° C inkubiert. Nach Zusatz von 1 ml "BCA-WR" wurde fir
weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Es folgte eine 10-minlitige Abkiihlphase bevor die Ab-
sorptionswerte der Losungen bei A =562 nm mittels eines Spektrophotometers
("Ultrospec 3000", Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) bestimmt wurden. Eine Kalibrier-
gerade, erstellt mit der im Kit enthaltenen BSA-Losung, jeweils im selben Puffer ver-
diinnt wie das zu quantifizierende Protein, bildete die Grundlage der Quantifizierung
[Abb. 2-3].
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Abb. 2-3 Kalibriergerade fiir Ultrospec 3000 (Absorption 562 nm).

2.2.3 Anreicherung der Phosphoproteine
2.2.3.1 Anreicherung der Phosphoproteine mittels MOAC

Zur Anreicherung der Phosphoproteine mithilfe der "metal oxide/hydroxide affinity
chromatography" (MOAC) wurde das Verfahren von Wolschin (Wolschin, et al., 2005)
leicht modifiziert: 80 mg AI(OH); wurden zunachst 5x je 1min mit 1 ml MOAC-
Inkubationspuffer gewaschen. Die Proteine eines Volumens Proteinextrakt (siehe 2.2.1)
der ca. 1 mg Gesamtprotein enthielt, wurden mithilfe des "2D clean up" Kit (Cat. No. 80-
6484-61, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) gefallt (siehe 2.2.5.1), und das Pellet in 1,5 ml
MOAC-Inkubationspuffer gelost. Die Proteinldsung wurde dann 30 min mit dem
gewaschenen AI(OH); unter Schiitteln bei RT inkubiert. Es folgten finf Waschschritte mit
je 1 ml MOAC-Inkubationspuffer bevor die Elution mit 2x je 400 ul MOAC-Elutionspuffer
fiir je 20 min bei RT stattfand. Die eluierten Fraktionen wurden vereinigt und die Losung
gef. aufkonzentriert. Dazu kamen Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren (Cat. No. VS0112,
Sartorius Stedim, Aubagne, Frankreich) zum Einsatz.

2.2.3.2 Anreicherung der Phosphoproteine mittels "PhosphoProtein Purifi-
cation Kit" (Qiagen, Hilden)

Ein dhnliches Prinzip zur Aufreinigung von Phosphoproteinen machen sich auch
kommerzielle Kits wie das "PhosphoProtein Purification Kit" (Cat. No. 37101; Qiagen,
Hilden, BRD) zunutze. Hier werden Metallionen an einem Gel immobilisiert und die
Trennung erfolgt mittels Saulenchromatographie (IMAC). Die Durchfiihrung erfolgte
nach beigefligtem Protokoll mit geringfiigigen Modifikationen. Die Extraktion der
Proteine aus dem Zellmaterial erfolgte wie unter 2.2.1 beschrieben. Die Protein-
konzentration des Extraktes wurde mithilfe der BCA-Methode (siehe. 2.2.2.2) bestimmt
und die Lésung dann mit mitgeliefertem "PhosphoProtein Lysis Buffer”, der 0,25 %
CHAPS enthielt, auf 0,1 mg/ml verdiinnt. Jeweils 2x 12,5 ml der so erhaltenen Proben
wurden Uber eine zuvor mit 4 ml "PhosphoProtein Lysis Buffer" equilibrierten Saule ge-
geben. Die letzten 5 bis 6 ml Durchfluss wurden aufgefangen und mithilfe von Vivaspin
Zentrifugalkonzentratoren (Cat. No. VS0227, Sartorius Stedim, Aubagne, Frankreich) auf
ca. 0,5 ml eingeengt. Diese Probe diente zur Uberpriifung der Bindung der Phospho-
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proteine an das Sdulenmaterial. So konnte ein eventuelles Uberladen der Siule ver-
mieden werden. Die Sdulen wurden anschliefend mit 6 ml "PhosphoProtein Lysis Buffer"
gewaschen bevor die gebundenen Proteine mit 6x 500 pl "PhosphoProtein Elution
Buffer", der ebenfalls 0,25 % CHAPS enthielt, eluiert wurden. Die Eluatfraktionen
wurden vereint und unter Einsatz von Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren (Cat. No.
VS0227, Sartorius Stedim, Aubagne, Frankreich) ebenfalls auf ca. 0,5 ml eingeengt.

Die Proteinkonzentrationen von Durchfluss und Eluat wurden mit der BCA-Methode
(siehe 2.2.2.2) bestimmt.

2.2.4 SDS-Gel-Elektrophorese

Die Auftrennung der Proteingemische durch Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE)
erfolgte, leicht modifiziert, nach Laemmli (Laemmli, 1970).

Es wurde das Minigelsystem "miniVE complete" (HOEFER, San Francisco, USA) ver-
wendet. Fir 12,5 %ige Trenngele wurden die Komponenten wie folgt gemischt und je-
weils 5 ml zur Herstellung eines Gels (Gelstarke: 1 mm) sofort verwendet:

7 ml Rotiphorese®
4,4 ml Trenngelpuffer
52ml A.bd.

16yl TEMED

75ul  APS Stlsg. (10 %)

Die Matrix wurde nach dem GieRen mit 50 %(V/V) iso-Propanol Gberschichtet. Nach er-
folgter Polymerisation (30 min bei RT) wurde die Flissigkeit abgegossen, und das
Sammelgel hinzugefligt. Diese Lésung war folgendermalien zusammengesetzt:

1,12 ml Rotiphorese®

2 ml Sammelgelpuffer
4,8ml A.bd.

16 pl TEMED

65ul  APS Stlsg. (10 %)

Es wurden 1,5 ml pro Sammelgel verwendet. Die Polymerisation erfolgte ebenfalls
30 min bei RT.

Proteinproben, die etwa 10 pug Gesamtprotein enthielten, wurden mit dem entsprechen-
den Puffer auf 9 pl aufgefillt, 3 ul SDS-Probenpuffer zugesetzt und bei 95 °C 3 min de-
naturiert. Das Gemisch wurde jeweils vollstandig in eine Geltasche pipettiert. Als
GréRenstandards kamen der "PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Cat. No. SM0671,
Fermentas, St. Leon-Rot, BRD), der "peqGOLD Protein-Marker 1" (Cat. No. 27-1010,
peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, BRD), der LMW-SDS Marker (Cat. No. 17-0446-
01, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) oder der "PeppermintStick™ Phosphoprotein
Molecular Weight Standards" (Cat. No. P27167, Invitrogen, Karlsruhe, BRD) zum Einsatz.
Der Gellauf erfolgte bei 110 V und 4 °C. Die Laufzeit betrug ca. 90 min. Direkt nach der
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Trennung wurden die Proteine entweder gefarbt (siehe 2.2.8.1), oder zur weiteren
Analyse auf NC-Membran transferiert (siehe 2.2.6).

2.2.5 2D-Gel-Elektrophorese

Eine schematische Ubersicht der experimentellen Vorgehensweise, die bei der Erstellung
und Analyse von 2D-Gel-Elektrophorese-Projekten Anwendung fand, zeigt Abb. 2-4.
Zunachst wurden die kultivierten Zellen (siehe 2.1.1) den verschiedenen Behandlungen
(hohe/niedrige Elicitorkonzentrationen bzw. kiinstliche pH-shifts, siehe 2.1.2) unter-
zogen. Ein Teil jeder Kultur blieb dabei unbehandelt und diente als Kontrolle. Fiir jedes
Projekt wurden dazu drei biologische Replikate angefertigt, d.h. dieselbe Behandlung
wurde an drei unterschiedlichen Kulturen vorgenommen. Es kam je ein technisches
Replikat dazu, indem aus einer der behandelten Kulturen je zwei Proben entnommen
wurden. Es wurden 20 min nach der jeweiligen Behandlung Zellen der Suspension ent-
nommen und schockgefroren. Ein Rest der jeweiligen Zellsuspension von 20 ml wurde
flr 24 h weiter kultiviert und diente zur Determinierung der Auslosung der Alkaloid-
biosynthese (siehe 2.1.3).

Aus den gefrorenen Zellen wurden die I6slichen Proteine extrahiert (siehe 2.2.1). Die
Proteine wurden zunachst gereinigt und anschlieRend der zweidimensionalen Trennung
unterzogen (siehe unten). Es folgte ein Elektrotransfer der Proteine auf NC-Membranen
(siehe 2.2.6). Auf diesen Membranen wurden zunachst die Phosphoproteine mit
"ProQ®Diamond" und nach der Digitalisierung (siehe 2.2.9) alle Proteine mit "Sypro®
Ruby" angefarbt (siehe 2.2.8.2) und anschliefend gescannt. Die so erzeugten Bilddateien
wurden mithilfe der Software "Delta2D" Version 3.6 analysiert (siehe 2.2.10).

Zellkultur von
Eschscholzia californico

Jwf T 100913

Proteinextrakie
{je 1 techn. + 3 biol. Replikate)

g

20 Gelelektrophorese

( )
( )
<

( )

g

Pro-Q® Diamond — Férbung
(Phosphoproteinmuster)

G Softwareanalysze
Sypro® Ruby — Farbung E> R @
Digital
[ (Totalproteinmuster) e

Abb. 2-4 Schema der experimentellen Vorgehensweis bei 2D-Elektrophorese-Projekten.
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2.2.5.1 Erste Dimension: IEF

Um die Proteingemische gemall ihrer isoelektrischen Punkte (lsoelektrische Fokus-
sierung, |EF) auftrennen zu kénnen, mussten die Proben zunachst entsprechend vor-
bereitet werden.

Probenvorbereitung: Der Proteinextrakt (siehe 2.2.1) wurde mithilfe des "2-D Clean-Up
Kit" (Cat. No. 80-6484-51, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) gereinigt. Die Reinigung
erfolgte gemal dem beigefligten Protokoll, wobei alle Arbeitsschritte auf Eis
durchgefiihrt wurden. Zu einem Volumen Proteinextrakt, das je nach beabsichtigtem
IEF- Intervall die entsprechende Menge Protein (ca. 200 ug fir pH-Intervall 3-10) ent-
hielt, wurden 300 ul "precipitant" gegeben und die Mischung nach Vortexen fiir 15 min
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl "co-precipitant" und kurzem Mischen erfolgte
eine fliinfminitige Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C (Centrifuge 5403, Eppendorf,
Hamburg, BRD). Der erhaltene Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 40 ul "co-
precipitant” 5 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand
vorsichtig abpipettiert. AnschlieBend wurden 25 ul A.bd., 1 ml "wash buffer" (equilibriert
bei -20 °C flir mindestens 1 h) sowie 5 ul "wash additive" zugesetzt und die Mischung
gevortext. Die Proben wurden dann tber Nacht bei -20 °C gelagert, bevor wiederum bei
12.000 g und 4 °C zentrifugiert wurde. Auch hier wurde der Uberstand verworfen und
das Proteinpellet anschlieBend 5 min bei RT getrocknet.

Die Resolubilisierung erfolgte in 250 pl Rehydratationspuffer mindestens 30 min bei RT
durch mehrfaches Vortexen.

Isoelektrische Fokussierung (IEF): Fur die IEF kamen "Immobiline™ DryStrips" der Firma
GE-Healthcare, Freiburg, BRD zum Einsatz. Die Streifenlange betrug 13 cm, die pH Inter-
valle 3-5,6 NL (Cat. No. 17-6003-55), 4-7 (Cat. No. 17-6001-13) sowie 3-10 NL (Cat. No.
17-6001-15). Die Bezeichnung "NL" steht fiir "non linear", der genaue pH-Verlauf der
verwendeten Streifen geht aus Abb. 2-5 hervor.

Die IEF-Streifen (maximal zwolf gleichzeitig) wurden in einem austarierten "Immobiline™
DryStrip Reswelling Tray" (Cat. No. 80-6465-32, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) mit 250 pl
Rehydratationspuffer, in dem die Proteinprobe gelost war, fir mindestens 20 h bei RT
rehydriert. Der Gellauf der 1. Dimension wurde in einer "Multiphor 11" (GE-Healthcare,
Freiburg, BRD) durchgefiihrt, die die parallele Verwendung von bis zu zwolf IEF-Streifen
ermoglichte. Fir eine bessere Warmeleitung wurde die "Cooling plate" mit Kerosin tber-
schichtet. Die IEF-Streifen wurden in der Gelkammer positioniert und auf die Enden, mit
A.bd. leicht angefeuchtete, "IEF electrode strips" (Cat. No. 18-1004-40, GE-Healthcare,
Freiburg, BRD) aufgebracht. Nach dem Anbringen der Elektroden wurden die Streifen
mit "Immobiline™ DryStrip Cover Fluid" (Cat. No. 17-1335-01, GE-Healthcare, Freiburg,
BRD) Uberschichtet und der Gellauf bei 20 °C gestartet. Dieser erfolgte in vier Stufen:

1. Stufe: 0,3kV,2mA,5Wfirlh
2. Stufe: 0,5kV,2mA,5Wfir1,5h
3. Stufe: 1,5kV,2mA,5Wfir2,5h
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4. Stufe: 3 kV, 2 mA, 5W bis zum Erreichen von insgesamt 20 kVh.

Nach dem Lauf wurden die Streifen entweder fiir den Gellauf der zweiten Dimension
vorbereitet (siehe 2.2.5.2) oder zunachst in verschlossen GlasgefaRen bei -80 °C gelagert.

o Immobilline DryStrip pH 3-5.6 NL Immobilline DryStrip pH 4-7 - Immobilline DryStrip pH 3-10 NL
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Abb. 2-5 pH Gradient Profile von Immobiline™ DryStrips als Funktion der Streifenldnge bei 20 °C und 8 M
Harnstoff (Quelle: GE-Healthcare).

2.2.5.2 Zweite Dimension: SDS-PAGE

Um die nach der IEF netto-ungeladenen Proteine in der 2. Dimension mittels SDS-PAGE
weiter auftrennen zu kdénnen, mussten die IEF-Streifen zunadchst entsprechend vor-
bereitet werden.

Probenvorbereitung: Die Equilibrierung der IEF-Streifen zur Vorbereitung auf die SDS-
PAGE erfolgte in zwei Schritten. Zunachst wurden die Streifen fiir 15 min in 10 ml Equili-
brierungspuffer, in dem direkt vor der Nutzung 100 mg DTT gel6dst wurden, bei RT und
ca. 60 rpm geschuttelt. Dieser Schritt diente zur reduktiven Spaltung der Disuflidbriicken
und sorgt flir einen reduzierten Zustand der Proteine. AnschlieBend erfolgte eine
weitere Inkubation in frischem Equilibrierungspuffer bei gleichen Bedingungen mit dem
Unterschied, dass anstatt des DTT dem Puffer 250 mg |IAA zugesetzt waren. Dieses
Alkylans verhindert eine Reoxidation der Proteine wahrend der Elektrophorese und
alkyliert zudem Uberschiissiges DTT aus dem ersten Schritt. Direkt vor dem Aufbringen
auf die Gele der zweiten Dimension wurden die Streifen kurz mit Laufpuffer gesplilt.

SDS PAGE: Fiur den Gellauf der zweiten Dimension kam eine "SE 660" (Cat. No. 80-6189-
82, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) Gelkammer zum Einsatz. Zur Vorbereitung eines Gel-
laufes wurde die untere Pufferkammer mit 5 | Laufpuffer gefillt, und die Kiihlung (15 °C)
angestellt.

Die Apparatur ermdoglicht den simultanen Lauf von zwei Gelen der GroRe 18 x 24 cm. Fir
12,5 %ige Gele wurden die Komponenten wie folgt gemischt und fir jedes Gel (Gel-
starke: 1 mm) 36 ml sofort verwendet:

42 ml Rotiphorese®

26 ml Trenngelpuffer
32 ml A.bd.

100 ul TEMED

500 pl APS Stlsg. (10 %)
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Nach dem GieRen wurde die Matrix mit 50 %(V/V) iso-Propanol Uberschichtet und
30 min bei RT belassen. Anschlieend wurde der iso-Propanol mit A.bd. abgewaschen
und die Gele mit Storage Solution liberschichtet. Um eine vollstandige Polymerisation zu
gewadhrleisten, wurden die Gele mindestens 8 h bei RT belassen. Sie wurden tiber Nacht
bei 4 °C aufbewahrt, um ein Austrocknen zu vermeiden.

Nach AbgieBen der Storage Solution wurden die equilibrierten Streifen mittig auf den
Gelen so positioniert, dass sie blasenfreien Kontakt zur Geloberflache hatten. An den
Enden der Streifen wurden vorsichtig 5x10 mm groRe Stilicke Blotting Papier (Whatman
Schleicher & Schuell, Dassel, BRD) angebracht, die an der aciden Seite mit 5 ul "peqGOLD
Protein-Marker 1" (Cat. No. 27-1010, peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, BRD) und
an der basischen Seite mit 10 pl denaturiertem "PeppermintStick™ Phosphoprotein
Molecular Weight Standard" (Cat. No. P27167, Invitrogen, Karlsruhe, BRD) getrankt
waren. Im Anschluss wurde die gesamte Oberflaiche mit Agarose Sealing Solution ver-
siegelt. Nach Erstarren der Versiegelung wurden die Gele in die Kammer eingespannt,
die obere Gelkammer mit 1,2 | frischem Laufpuffer gefillt und der Gellauf gestartet.
Dieser erfolgte in zwei Stufen:

1. Stufe: 600V, 350 mA, 15 W fiirlh
2. Stufe: 600V, 350 mA, 60 W bis zum Erreichen der Lauffront bei 20 cm Gellange
(ca. 4 h).

Direkt nach der Trennung wurden die Proteine entweder gefarbt (siehe 2.2.8.1) oder zur
weiteren Analyse auf eine NC-Membran transferiert (siehe 2.2.6).

2.2.6 Proteintransfer auf NC-Membran

Der Transfer der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (siehe 2.2.4 und 2.2.5.2) auf
eine NC-Membran ("Hybond ECL", Cat. No. RPN203D, GE-Healthcare, Freiburg, BRD)
erfolgte durch "Semi-dry-Blotting". Dies wurde in einer entsprechenden Blotting-
Apparatur mit Graphit-Elektroden (20x20 cm) durchgefiihrt. Zur Vorbereitung wurden
2x 9 Stlicke Blotting Papier (Cat. No. 3030917, Whatman, Schleicher & Schuell, Dassel,
BRD) und 1 Stick NC-Membran pro Gel jeweils auf GelgroRe geschnitten und 30 min in
Blotting Puffer 1 bzw. Blotting Puffer 2 inkubiert. Die PA-Gele wurden direkt nach dem
Lauf 10 min unter leichtem Schiitteln (ca. 50 rpm) in Blotting Puffer 1 gewaschen. Der
Transferstapel wurde aus den genannten Komponenten, nach Abtropfen, blasenfrei zu-
sammengesetzt [Abb. 2-6]. Der Elektrotransfer wurde mit 110 V und 1 mA/cm? Gelflache
bei RT fir ca. 2,5 h durchgefihrt.

| Anode I

} — 9x Blotting Papier in Blotting Puffer 1

I ——— |\| -l embran in Blotting Puffer 1
' ) spsGelin Blotting Puffer 1

— 9x Blotting Papier in Blotting Puffer 2

[ Kathode d

Abb. 2-6 Schematische Darstellung der Blotting Apparatur.
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In der Regel wurden die Proteine zur Uberpriifung der Transfereffizienz nach dem
Blotting mit Fast Green gefarbt. Dazu wurde die Membran fiir 2 min bei RT in Fast Green
Losung (20 ml fiir 1D-Blots, 200 ml fir 2D-Blots) unter leichtem Schitteln in abgedeckten
PE-Schalen inkubiert. AnschlieRend wurde der Hintergrund durch fiinfmaliges Waschen
im doppelten Volumen A.bd. entfarbt.

Zum Entfernen des Farbstoffes wurden die Blots 10 min bei ansonsten gleichen Bedin-
gungen wie zur Farbung in 0,02 M NaOH inkubiert und erneut finf Waschschritten mit
A.bd. unterzogen. Die Blots wurden dann zur Absattigung der freien Bindungsstellen
Uber Nacht bei 4 °C und 50 rpm in 1x Roti®-Block (Cat. No. A151, Carl Roth, Karlsruhe,
BRD) inkubiert.

2.2.7 Immundetektion spezieller Proteine auf Western Blots

Zur Beseitigung von Block-Puffer Resten, wurden die geblockten Blotmembranen (siehe
2.2.6) zunachst 2x mit A.bd. gespult, bevor Primarantikorper (0,2 pg/ml) in "LowCross-
Buffer®" (Cat. No. 100500, CANDOR-Biosience, WeiRensberg, BRD) zugesetzt wurde. Die
Inkubation (90 min bei RT) erfolgte mit 15 ml in 9x9 cm grolRen PE-Schalen, bei ca.
50 rpm. Nachfolgend wurden die Membranen 4x fiir 10 min in TBS-T (20 ml in 9x9 cm
Schalen) gewaschen, bevor die Inkubation mit Sekundarantikérper (0,08 pug/ml, goat-
anti-mouse-HRP, sc-2031, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) in "LowCross-
Buffer®" in analoger Weise zur Primarantikorper-Inkubation erfolgte. Nach weiteren vier
Waschschritten mit TBS-T, zwei Waschschritten mit TBS und zwei weiteren mit A.bd.
erfolgte die Visualisierung der gebundenen Antikérper Uber eine Peroxidase-Reaktion.
Dazu wurden die "detection reagents" 1 und 2 aus dem "ECL™ Western Blotting
Detection Reagents" Kit (Cat. No. RPN2209, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) zu gleichen
Teilen gemischt und damit die Blotmembranen 1 min bei RT inkubiert. Nach Entfernen
der Reaktionslosung mit Blotting Papier (Cat. No. 3030917, Whatman, Schleicher &
Schuell, Dassel, BRD) wurden die Membranen in Klarsichtfolie verpackt und auf einem
Fotofilm (Cat. No. 28-9068-35, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) exponiert. Es wurden
mehrere Filme pro Membran mit unterschiedlichen Expositionszeiten (10s, 5 min,
20 min) belichtet. Die Filme wurden fiir 5 min in gebrauchsfertiger "Kodak® GBX
developer/replenisher" (Cat. No. P7042, Sigma Aldrich, Minchen, BRD) entwickelt und
anschlieBend 10 min in ebenfalls gebrauchsfertiger "Kodak® GBX fixer/replenisher"
(Cat. No. P7167, Sigma Aldrich, Miinchen, BRD) fixiert. Nach dem Waschen in A.bd.
wurden die Filme an der Luft bei RT getrocknet.

2.2.8 Anfirbung der Proteine mithilfe der Fluoreszenzfarbstoffe "ProQ®-
Diamond" und "Sypro®-Ruby"

Mit dem Fluoreszenzfarbstoff "ProQ® Diamond" von Molecular Probes (Invitrogen,
Karlsruhe, BRD) ist es moglich, Phosphoproteine selektiv anzufdrben. Laut Hersteller
handelt es sich bei diesem Farbstoff um ein relativ kleines Molekil, das tber nicht-
kovalente Wechselwirkungen an Phosphatreste der Proteine bindet, ohne diese zu ver-

25



2 Material und Methoden

andern. Er erlaubt die Detektion von Phosphatgruppen an Serin, Threonin und Tyrosin
mit nahezu gleicher Spezifitat.

Der Fluoreszenzfarbstoff "Sypro® Ruby" desselben Herstellers ermdglicht in dhnlicher
Weise eine Anfarbung aller Proteine mit einer Sensitivitdt, die nahezu der der Silber-
farbung (Merril, et al., 1981) entspricht. Er ist jedoch im Gegensatz zu dieser kompatibel
mit Methoden der Massenspektrometrie, und es gibt keine bekannten Komplikationen
mit der Anfarbung von Glykoproteinen.

2.2.8.1 Fluoreszenzfirbung der PA-Gele

Férbung der Phosphoproteine: Zur selektiven Anfarbung der Phosphoproteine diente der
Fluoreszenzfarbstoff "Pro-Q® Diamond" (Cat. No. P33300, Invitrogen, Karlsruhe, BRD).
Direkt nach dem Lauf wurden die Gele in PP-Schalen Uberfihrt und in Gel-Fixier-Puffer
inkubiert. Die Fixierung erfolgte bei RT unter leichtem Schiitteln (ca. 50 rpm). Die
Inkubationszeit betrug zundchst 30 min. AnschlieBend wurde der Gel-Fixier-Puffer
erneuert und UGber Nacht inkubiert. Es folgten drei Waschschritte in A.bd. bevor die Gele
fir 2 h in abgedeckten Schalen mit unverdiinnter Farbstofflésung behandelt wurden. Zur
Reduzierung des Backgroundsignals und unspezifischer Farbstoffbindung folgten drei
Entfarbeschritte fur jeweils 30 min in "destaining solution" (Cat. No. P33310, Invitrogen,
Karlsruhe, BRD). Danach wurde 2x fiir 10 min in A.bd. gewaschen, um korrosiven
Schaden am Gel-Scanner (siehe 2.2.9) zu vermeiden.

Férbung aller Proteine: Zur Anfarbung der Totalproteine in den PA-Gelen kam der
Fluoreszenzfarbstoff "Sypro® Ruby" (Cat. No. S12000, Invitrogen, Karlsruhe, BRD) zum
Einsatz. Gele, deren Phosphoproteine bereits mit "Pro-Q® Diamond" angefarbt wurden,
wurden nach dem Scannen erneut in A.bd. gewaschen und anschlielend sofort tber
Nacht in unverdiinnter Farbstofflosung inkubiert. Alle anderen Gele wurden direkt nach
dem Lauf zunachst in Gel-Fixier-Puffer inkubiert. Die Fixierung erfolgte bei RT unter
leichtem Schitteln (ca. 50 rpm). Die Fixierzeit betrug flir mini-Gele (siehe 2.2.4) 2x
15 min und flir 2D-Gele (siehe 2.2.5) 2x 30 min. Es folgte ein kurzer Waschschritt in A.bd.
bevor die Gele ebenfalls Gber Nacht in abgedeckten PP-Schalen bei RT und ca. 50 rpm
mit dem ca. zehnfachen Gelvolumen an unverdiinnter Farbstofflosung inkubiert wurden.
Zur Reduzierung der Backgroundfluoreszenz wurden die Gele nach der Farbung in
saubere Schalen transferiert und darin 2x 30 min in Gel-Wasch-Puffer gewaschen. Es
folgten zwei weitere Waschschritte in A.bd., um korrosiven Schaden am Gel-Scanner
(siehe 2.2.9) zu vermeiden.

2.2.8.2 Fluoreszenzfirbung der NC-Blotmembranen

Fédrbung der Phosphoproteine: Zur selektiven Anfarbung der Phosphoproteine auf der
NC-Membran diente der "Pro-Q® Diamond Phosphoprotein Blot Stain Kit" (Cat. No.
P33356, Invitrogen, Karlsruhe, BRD). Direkt nach dem Blocken (siehe 2.2.6) wurden die
Blots in PP-Schalen Uberfiihrt und 10 min bei RT und 50 rpm in Blot-Fixier-Puffer inku-
biert. In dieser Zeit wurde zur Vorbereitung der Farbel6sung "Pro-Q Diamond blot stain
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reagent" (Component A) 1000fach in "Pro-Q® Diamond blot stain buffer" (Component B)
verdinnt (fiir einen 2D-Blot (18x20 cm) 200 pl Component A in 200 ml Component B).
Vor der Inkubation in dieser Farbel6sung wurden die Blots 4x 5 min in A.bd. gewaschen.
Die Farbung wurde in abgedunkelten Schalen bei RT und ca. 50 rpm fir 20 min durchge-
flhrt. Der Hintergrund wurde im Anschluss durch dreimaliges Waschen fir je 5 min in
"destain solution" (Cat. No. P33310, Invitrogen, Karlsruhe, BRD) und dreimaliges
Waschen fiir jeweils 5 min in A.bd. entfarbt. Vor der Visualisierung (siehe 2.2.9) wurden
die Blots zwischen zwei Stiicken Blotting Papier (Cat. No. 3030917, Whatman, Schleicher
& Schuell, Dassel, BRD) auf einem Vakuum Gel Trockner (PH-t20, Biotec-Fischer,
Reiskirchen, BRD) bei 40 °C 1 h lang getrocknet.

Férbung aller Proteine: Zur Anfarbung der Totalproteine auf den NC-Membranen kam
der Fluoreszenzfarbstoff "Sypro® Ruby Protein Blot Stain" (Cat. No. S11791, Invitrogen,
Karlsruhe, BRD) zum Einsatz. Die Blots wurden direkt nach dem Elektrotransfer bzw.
nach Visualisierung der mit "Pro-Q® Diamond" gefarbten Phosphoproteine zunachst fir
15 min bei RT und 50 rpm in Blot-Fixier-Puffer inkubiert. Es folgten finf Waschschritte
fir je 5 min in A.bd. AnschlieBend wurde die Farbung in abgedunkelten Schalen in unver-
diinnter Farbstofflésung fiir 20 min bei RT durchgefiihrt. Uberschissiger Farbstoff wurde
dann durch sechsmaliges Waschen in A.bd. fir jeweils 5 min entfernt. Vor der Visualisie-
rung (siehe 2.2.9) wurden die Blots zwischen zwei Stlicken Blotting Papier (Cat. No.
3030917, Whatman, Schleicher & Schuell, Dassel, BRD) auf einem Vakuum Gel Trockner
(PH-t20, Biotec-Fischer, Reiskirchen, BRD) bei 40 °C 1 h lang getrocknet.

2.2.8.3 Optimierung der Firbe- und Detektionsprozedur

Gelfédrbung vs. Blotfdrbung: Beide Fluoreszenzfarbstoffe sind sowohl als Gel- als auch als
Blotfarbstoff erhaltlich. Es galt also zunachst herauszufinden, welche qualitativen Unter-
schiede zwischen diesen Methoden bestehen. Dazu wurden unterschiedliche Mengen
des "PeppermintStick™" Molekulargewichtsmarkers in zwei Gelen parallel per 1D SDS
PAGE aufgetrennt (siehe 2.2.4) und anschlieRend zunachst mit ProQ® Diamond und im
Anschluss mit Sypro® Ruby angefarbt. Die Proteine eines der Gele wurden vor der An-
farbung auf NC-Membran transferiert (siehe 2.2.6).

Aus Abb. 2-7, die das Ergebnis eines solchen Experimentes zeigt, geht hervor, dass tat-
sachlich Unterschiede bestehen. Es ist erkennbar, dass die Signalstarke auf den Blots in
beiden Fallen deutlich hoher ist, was hochstwahrscheinlich auf die hohere lokale
Konzentration der Proteine an einer Membranoberflache, verglichen mit der in einer
1 mm dicken Gelmatrix zurlickzufiihren ist. Zudem ist es vorstellbar, dass die Farbstoff-
molekile ihre auf einer Oberflaiche immobilisierten Targets deutlich besser erreichen
kénnen, als wenn sie in eine Gelmatrix diffundieren miissen. Ein weiterer Vorteil der
Blotfarbung ist der geringere Zeitaufwand verglichen mit den Gelfarbeprotokollen. Zu-
dem sind die Blots keinen GrofRenschwankungen durch Aufquellen und Schrumpfen
wahrend dieser Prozeduren unterworfen (wie das bei den Gelen der Fall ist), was ein
spateres Matching der images erleichtert. Nachteilig sind jedoch der héhere Material-
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und damit Kostenaufwand der Blotfarbung und die Tatsache des ebenfalls héheren
Backgroundsignals verglichen mit der Gelfarbung.

kDa 123 4 5 6 T 8
1163 — ungefahre
662 — Proteinmenge
A R pro Bande:
23,6% — w— ——
1 -750ng
180 — 2 - 600ng
144 == 3 -500ng
A 4 - 400 ng
5 -300ng
116,53 — SR TN SN 6 - 200ng
ZEZ:___ 7 - 100 ng
joeal. ; 8 - 50ng
180 — * phosphorylierte
J4 4 - Proteine:
e Ovalbumin (45,0 kDa)
c B-Casein (23,6 kDa)
A - ProQ® Farbung PA Gel B - ProQ® Farbung NC Blot
C - Sypro® Farbung PA Gel D - Sypro® Farbung NC Blot

Abb. 2-7 Vergleich zwischen Gel- und Blotfarbstoffen bei der Fluoreszenzfarbung.

Die Bilder zeigen die in das *.tif Format konvertierten, von den Scannern gelieferten images. AulRer einer
GroRenanpassung wurden keine Manipulationen (wie z.B. Helligkeits- oder Kontrastveranderungen) vor-
genommen.

Blocking: Eine Reduzierung des Hintergrundsignals wird bei dem Western-Blot-Verfahren
vor allem durch das Blocken der freien Bindungstellen auf der Blotmembran erreicht. Da
hier aber mit Proteinfarbstoffen gearbeitet wurde, kamen proteinhaltige Blockpuffer,
z.B. BSA-, Magermilchpulver- oder Casein-haltige, nicht in Frage (letzterer enthalt zudem
phosphoryliertes Protein). Jedoch stehen in jingerer Zeit auch proteinfreie Polymer-
blockierungslosungen zur Verfliigung wie beispielsweise "Roti®-Block" (Cat. No. A151,
Carl Roth, Karlsruhe, BRD). Abb. 2-8 zeigt die Fotos zweier NC-Blots, aufgenommen2
jeweils nach der Anfarbung der Phosphoproteine mit "ProQ®-Diamond" (A und B) bzw.
der Totalproteinfarbung mit "Sypro®-Ruby" (C und D), von denen ein Blot unbehandelt
gefarbt wurde (A und C) wahrend bei dem anderen eine nachtliche Inkubation in "Roti®-
Block" (siehe 2.2.6) den Farbeprozeduren vorrausging (B und D). Es ist in beiden Fallen
erkennbar, dass das Hintergrundsignal durch das Blocking tatsachlich reduziert werden
konnte. AuBerdem konnten keine Interaktionen des Blockingpolymers mit den
Farbstoffen festgestellt werden.

> fotografiert mit einer Camedia E-10, Olympus, Hamburg, BRD unter UV Beleuchtung (A = 365 nm)
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2D-Auftrennung l6slicher Proteine aus Eschscholzia californica geblottet auf NC-Membran.

A- ProQ® Farbung NC Blot ohne Blocking B- ProQ® Farbung NC Blot geblockt
C- Sypro® Farbung NC Blot ohne Blocking D- Sypro® Farbung NC Blot geblockt

Abb. 2-8 Vergleich des Hintergrundsignals nach Fluoreszenzfarbung mit und ohne Blocking.

2.2.9 Visualisierung und Digitalisierung der gefiarbten Gele und Blots

Zur Erstellung digitaler Bilddateien aus den gefdarbten Gelen, Blots und Fotofilmen
wurden verschiedene Gerite benutzt. Ubersichtsfarbbilder wurden mit einer Digital-
kamera (Camedia E-10, Olympus, Hamburg, BRD) aufgenommen, und im JPEG-Format
gespeichert. Dateien dieses komprimierten Formates wurden nicht zur Analyse der
Bildinformation, sondern lediglich zu Anschauungszwecken verwendet.

Belichtete Fotofilme (siehe 2.2.7) wurden mit einem Biiroscanner (Scanjet 3400C,
Hewlett-Packard, Boblingen, BRD) Auflésung: 600 dpi gescannt und unkomprimiert im
16 bit "Tagged Image File Format (TIF)" gespeichert.
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Die mit Fluoreszenzfarbstoffen gefarbten Medien wurden mithilfe von Fluoreszenz-
imagern ("Storm™ 860" bzw. Typhoon 9200, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) gescannt.
Dazu wurden die getrockneten NC-Membranen (siehe 2.2.8.2) mit der Gelseite nach
unten bzw. die in A.bd. inkubierten PA-Gele (siehe 2.2.8.1) direkt auf die Scanner-

oberflache gelegt und mit den in Tab. 2-1. angegebenen Einstellungen gescannt.

Farbstoff Imager | Extinktion | Emission Medium Voltage PixelgrolRe
PA-Gel 1 \
Sypro® 450 nm Ge 000
Rub Storm (blue) 520 nm LP | NC- 200V
¥ Membran 100
PA-Gel 250V Mikrons
Pro-Q® 532 nm Ge >0
. Typhoon 560 nm LP | NC-
Diamond (green) 200V
Membran

Tab. 2-1 Scaneinstellungen an Fluoreszenzimagern zur Digitalisierung gefarberter Gele und Blots.

Die von der Scannersoftware erzeugten digitalen Bilddateien wurden in einem software-
eigenen Format (*.gel) ausgegeben. Handelsiibliche Grafikprogramme koénnen dieses
dekadisch scalierte Grafikformat i.d.R nicht darstellen, daher wurden die Dateien zu Dar-
stellungszwecken mit der Software "ImageQuant 5.2" (GE-Healthcare, Freiburg, BRD) in
das 8 bit "Tagged Image File Format (TIF)" umgewandelt. Diese Umwandlung stellt eine
Manipulation der Rohdaten dar und ist zudem mit einem gewissen Datenverlust ver-
bunden. Aus diesem Grund wurden zur quantitativen Analyse der Bilddaten aus-
schlieBlich die unveranderten GEL-Dateien (siehe 2.2.10) verwendet.

2.2.10 Analyse der durch 2D-Elektrophorese getrennten Proteinmuster mit
"Delta2D 3.6"

Zur Analyse und Auswertung der durch 2D-Gel-Elektrophorese aufgetrennten Protein-
muster kam die Software "Delta2D" Version 3.6 (Decodon, Greifswald, BRD) zum Einsatz.
Diese Software bietet in Funktionalitat und Workflow entscheidende Vorteile gegeniber
den meisten anderen auf dem Markt befindlichen Programmen dieser Art. Diese
erhohen deutlich die Verlasslichkeit der erhaltenen Ergebnisse.

Zunachst wurden die images der Gele bzw. Blots (siehe 2.2.9) in das Programm im-
portiert und Replikate entsprechenden Gruppen zugeordnet (es wurden ausschlief3lich
die unverdnderten Rohdaten der von den Imagern gelieferten Dateien (*.gel) ver-
wendet, lediglich "spiegeln”, "drehen" und "invertieren" sind von der Software zuge-
lassene Manipulationen der Rohdaten). Es war moglich, die images ohne Hintergrund
und kontrastverstarkt darzustellen [Abb. 2-9], jedoch wurden diese Manipulationen bei
der spateren Analyse nicht beriicksichtigt, sie dienten lediglich der besseren Erkennung.

30



2 Material und Methoden

- > & o |

-

B

2D-Auftrennung l6slicher Proteine aus Eschscholzia californica
Behandlung: Kontrolle

NC-Membran
Sypro® Ruby

A - unverandertes image
B - kontrastverstarktes image ohne Background

Abb. 2-9 Méglichkeiten der Darstellungsverbesserung unter Delta2D.

Den nachsten Arbeitsschritt stellt das sogenannte "warping" dar. Dabei wurden die Gel-
bilder gegenseitig durch Drehen, Schieben und Verzerren zur Deckung gebracht. Als
Werkzeug dafiir dienten die "Match-Vektoren". Diese wurden sowohl manuell als auch
automatisch gesetzt, wobei jeder automatisch gesetzte Vektor nach visueller Prifung
verifiziert oder verworfen wurde. Das warping wird umso exakter, je mehr Vektoren vor-
handen sind und je gleichmaRiger diese Gber das Gelbild verteilt sind [Abb. 2-10].
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Abb. 2-10 Warping-Prozedur am Beispiel zweier biologischer Replikate.

Es war nicht notwendig, jedes image eines Projektes mit jedem anderen manuell zur
Deckung zu bringen. Die Software ermdglichte durch die richtige "warp-Strategie" das
automatische Uberlagern von Gelen. Zunichst wurden jeweils die images des gleichen
Blots (ProQ® Diamond- und Sypro® Ruby Farbung) manuell zur Deckung gebracht. Da in
diesen Fallen eine Verschiebung lediglich durch die unterschiedliche Positionierung auf

dem Scanner zustande kam, waren hier nur ein bis zwei Matchvektoren notwendig [Abb.

2-11].
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2D-Auftrennung l6slicher Proteine aus Eschscholzia californica; Medium: NC-Membran.

Master Gel Image: Kontrolle Sample 1, Farbung Sypro® Ruby
Kontrolle Sample 1, Farbung ProQ® Diamond

A - Overlay mit gesetztem Match Vektor
B - gewarptes Overlay

Abb. 2-11 Overlay und warping beider images desselben Blots.

AnschlieBend wurden alle Totalprotein-images (Sypro® Ruby Farbung) mit einem

"Masterimage" aus dem Projekt ebenfalls manuell zur Deckung gebracht ("All-to-one

Strategy") [Abb. 2-12]. Fiir diese manuellen Uberlagerungen wurde der Modus "exact"

gesetzt. Alle Ubrigen "warpings" wurden daraus von der Software lUber den Modus

"implicid" berechnet [Abb. 2-13].
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Abb. 2-12 "All-to-one" warp-Strategie.
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2D-Auftrennung l6slicher Proteine aus Eschscholzia californica; Medium: NC-Membran; Farbung

Sypro® Ruby

A - Master Gel Image: Kontrolle Sample 1 B - Master Gel Image: Kontrolle Sample 2
Sample Gel Image: Kontrolle Sample 2 Sample Gel Image: Kontrolle Sample 3
Warpmodus: "exact" (manuell) Warpmodus: "implicid" (automatisch)

Abb. 2-13 Vergleich von manuellem und automatischem warping.
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Nach dem warping konnte durch Ubereinanderlegen aller ProQ® Diamond sowie aller
Sypro® Ruby images jeweils ein sogenanntes "Fusion-image" erstellt werden. Dabei
handelt es sich um ein fiktives Gelbild, das samtliche Spots aller beteiligten Bilder ent-
halt. Als "Fusion Type" wurde der Algorithmus "Union" gewahlt. Dieser setzt das Fusion-
image aus den Durchschnittswerten der Pixel der beteiligten Bilder zusammen, wobei
dunklere Pixel starker gewichtet werden. Auf diese Weise sind Spots die nur auf wenigen
Bildern vorhanden sind, trotzdem auf dem Fusion-image prasent. Gleichzeitig resultieren
leichte Abweichungen in der Spotposition dennoch in realistisch aussehenden Spots
[Abb. 2-14].
Der fir eine korrekte Analyse wichtigste Arbeitsschritt, die Spotdetektion, wurde im An-
schluss auf diesen Fusion-images vorgenommen. Die Detektion erfolgte automatisch,
mit folgenden Parametern:  Sensitivitat: 18 %

durchschnittliche Spotgrofie: 15

lokale Background-Region: 60
Jeder Spot wurde anschlieBend der manuellen Prifung unterzogen und so verifiziert
oder verworfen. Fir die visuelle Prifung der Spots stand u.a. das Hilfsmittel "3D-An-
sicht" zur Verfligung. Hiermit war es sehr gut moglich, Spots von Hintergrund und Farbe-
artefakten wie "speckles" zu differenzieren [Abb. 2-15].
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2D-Auftrennung l6slicher Proteine aus Eschscholzia californica; Medium: NC-Membran

A - Farbung: Sypro® Ruby
B - Farbung: ProQ® Diamond

Abb. 2-14 Fusion-images mit detektierten Spots.
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A ' C

2D-Auftrennung l6slicher Proteine aus Eschscholzia californica; Medium: NC-Membran;
Farbung: Sypro® Ruby

A - Fusion-image mit detektierten Spots

B - detektierter Spot in 3D-Ansicht

C - "Speckle" in 3D-Ansicht

Abb. 2-15 Spot Detektion, Verifizierung mithilfe der 3D-Ansicht.

Die so erhaltenen Spot-Muster wurden dann auf die Gel-images Ubertragen, die zuvor an
der Erstellung des Fusion-images beteiligt waren. Auf diese Weise musste die Detektion
selbst in jedem Projekt nur einmal pro Farbung durchgefiihrt werden, und es ergab sich
ein 100 %iges matching (jeder Spot ist auf jedem image detektiert).

Fir die quantitative Analyse berechnete die Software fiir jeden Spot auf jedem image
sein "Volume" aus seiner GroRe und Intensitat. Damit jedoch Vergleiche zwischen ver-
schiedenen images moglich sind, mussten diese "Volumes" relativiert werden, um
Schwankungen durch kleine Unterschiede in der eingesetzten Proteinmenge, den Farbe-
und Entfarbezeiten sowie der Lichtexposition usw. auszugleichen. Das relative "Volume"

("%Volume") eines Spots wurde aus dem Quotienten aus seinem absoluten "Volume"

und der Summe aller absoluten "Volumes" des images (%Volume(Spot)=%)
gebildet. Da auch recht kleine Unterschiede besonders groBer Spots einen grofien Ein-
fluss auf diese Normalisierung haben und somit die Anderungen bei schwicheren Spots
verfalschen kdnnen, wurden jeweils die zehn Spots mit den gréBten Volumes von der

Normalisierung ausgeschlossen, d.h. ihre Volumes wurden nicht in "), Volume (image)"
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einbezogen. Die Markerproteinspots wurden ebenfalls von der Normalisierung ausge-
schlossen.

Um Proteine aufzufinden, deren Phosphorylierungsgrad sich abhangig von den beschrie-
benen Behandlungen (niedrige/hohe Elicitorkonzentrationen bzw. kiinstliche pH-shifts
siehe 2.1.2) andert, wurden mithilfe der Filter-Funktionen der "Quantitation Table" nach
Spots gesucht, die folgende Bedingungen erfiillen:

1. Die relative Standardabweichung der normalisierten Spotvolumina innerhalb
einer Gruppe (Kontrolle, Eli1, Eli50 bzw. pH) musste unter 35 % liegen ("rsd"
< 35).

2. Die Signalstarke des Phosphorylierungssignals (Pro-Q® — Farbung) musste sich in
wenigstens einer Proben-Gruppe (Eli1, Eli50 oder pH) im Vergleich zur Kontrolle
entweder mindestens verdoppeln (Verhaltnis > 2) oder halbieren (negativ rezi-

"median Kontrolle" )
3. Die Gruppe der Effektor-behandelten Proben musste sich von der Kontrollgruppe

"median Proben-Gruppe"

prokes Verhaltnis < -2) (-2 > "ratio" < 2; wobei "ratio" =

signifikant unterscheiden ("t-test" > 90).
4. Die Spots, die Bedingungen 1. bis 3. erfiillen, mussten in drei unabhangigen 2D-
Projekten auftauchen.

Diese Spots wurden markiert und gelabelt. Die Namen der Spots wurden mithilfe
folgender Nomenklatur zusammengesetzt:

p zeigt an, dass es sich um die Anderung eines Phosphorylierungssignals
handelt;

E1/E50/pH gibt an, bei welcher Behandlung die Parameter erfillt wurden.

u/d gibt an, ob es sich um eine Signalverstarkung (u) oder -verringerung (d)
handelt;

1 laufende Nummer (wenn mehrere Spots bei jeweils gleichen Behandlungen

aufgefallen sind).

2.2.11 Identifizierung von Proteinspots mithilfe der Massenspektrometrie

Fiir die massenspektrometrische Identifizierung einzelner Proteinspots wurden diese aus
mit Sypro® Ruby gefarbten Gelen zunachst ausgeschnitten. Um Kontaminationen z.B.
mit Fremdprotein moglichst gering zu halten, wurde zu dieser Arbeit entsprechende
Schutzkleidung getragen. Die ausgeschnittenen Gelstlicke wurden in sterile 0,5 ml Re-
aktionsgefdfle (Cat. No. 0030 124.502, Eppendorf, Hamburg, BRD) uberfiihrt. Um
sicherzustellen, dass das richtige Gelstiick ausgeschnitten wurde, wurden die Gele vor
und nach dem Ausschneiden gescannt und die images verglichen [Abb. 2-16].
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2D-Auftrennung loslicher Proteine aus Eschscholzia californica; Medium: PA-Gel;
Farbung: Sypro® Ruby

A - Ausschnitt aus Gelimage vor dem Ausschneiden

B - Ausschnitt aus Gelimage nach dem Ausschneiden

C - Overlay aus A und

Abb. 2-16 Vergleich der images eines Gels vor und nach dem Ausschneiden von Spots.

In-Gel Trypsin Verdau:

Zur massenspektrometrischen Analyse der Proteine mussten diese zunachst in kleinere
Peptide gespalten und aus der Gelmatrix eluiert werden. Samtliche Arbeitsschritte
wurden zur Vermeidung von Kontamination mit menschlichem Keratin unter einer
Laminar Air Flow Box und mit entsprechender Schutzkleidung durchgefiihrt.

Zunachst wurden die Gelstlicke 1x mit 20 ul A.bd., 4x mit 20 pl Waschlésung und 1x mit
20 ul ACN fir jeweils 10 min unter leichtem Schitteln gewaschen und anschliefend luft-
getrocknet.

Wahrend dieser Zeit wurden eine 10 mM DTT- und eine 55 mM IAA-LGsung in 25 mM
NH4HCOs in A.bd. frisch hergestellt. Die getrockneten Gelstiicke wurden zunadchst mit
25 pl der DTT-L6sung fur 1 h bei 56 °C inkubiert. Es folgte eine kurze Zentrifugation, nach
der die Lésung entfernt wurde. Anschliefend wurden die Gelstlicke mit 25 ul IAA-LOsung
flir 45 min bei RT in Dunkelheit inkubiert. Nach dem Entfernen der L6sung wurden die
Gelstlicke 1x mit 20 pl 25 mM NH4HCO3 und 3x mit 20 ul Waschlésung fiir jeweils 10 min
unter leichtem Schiitteln gewaschen und erneut luftgetrocknet.

Wahrenddessen wurde eine Losung aus einem Teil Trypsin-Puffer und neun Teilen Ver-
daupuffer hergestellt. 10 ul dieser Lésung wurden zu den trockenen Gelstlicken hinzu-
gegeben und diese bei 4 °C flr 45 min quellen gelassen. Nach der Zugabe von weiteren
15 ul Verdaupuffer erfolgte eine Inkubation bei 37 °C tiber Nacht. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und aus den Gelstiicken die verbliebenen Peptide anschliefend
2x mit je 15 ul Elutionspuffer fir 10 min extrahiert. Alle abgenommenen Extrakte
wurden in einem neuen Reaktionsgefal vereint.

Fiir die massenspektrometrische Analyse war zunachst ein Aufkonzentrieren und Ent-
salzen der Probe notwendig. Dafilir kamen ZipTip® (Cat. No. ZTC18S, Millipore, Schwal-
bach, BRD) Pipettenspitzen zum Einsatz. ZipTipcig Spitzen wurden zunachst 2x mit 10 pl
ACN befeuchtet und anschlieBend 2x mit 10 pl 1 %iger TFA-L6sung equilibriert. Im An-
schluss wurden die Peptide an die C18-Matrix der ZipTip® durch zehnmaliges Auf- und
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Abpipettieren der Probe gebunden. Es folgten zwei Waschschritte mit je 10 ul 1 %iger
TFA-LOsung bevor die Peptide mit insgesamt 10 pl einer Lésung aus gleichen Teilen 0,1 %
TFA in A.bd. und ACN eluiert wurden.

Massenspektrometrische Analyse:

Fur die MS und MS/MS Analysen wurde ein "Ultimate” Nano-HPLC-Systems (LC
Packings/Dionex, Germering, BRD), mit einem qTOF Massenspektrometer "Q-TOF-2"
(Waters/Micromass, Manchester, UK) gekoppelt. Dieses war neben der nanoESI-Z-Spray-
Quelle mit einem Tipadapter fiir PicoTips® (New Objective, Woburn, MA, USA) aus-
gestattet. Flr die Probenapplikation wurden "Distal Coated SilicaTips™" (Cat. No. FS360-
20-10-D-5, New Objektiv, Woburn, MA, USA) verwendet. Zur chromatographischen
Trennung der Peptide wurde eine "Acclaim PepMap100" Saule (C18, 3 pm, 1004, 75 pm
ID x 150mm; Dionex, Germering, BRD) mit 1 pl Probelosung (siehe oben) beladen. Fir
die Eluierung wurde folgender linearer, bindrer Gradient verwendet: 5-65 % ACN in
0,1 % TFA in 35 min, fir 10 min bei 65 % gehalten und von 65-5% ACN in 0,1 % TFA in
10 min.

Der TOF Analysator wurde extern mithilfe einer Mischung aus Nal und Csl kalibriert. Die
Arbeitseinstellungen fir das Massenspektrometer waren: positiver lonisationsmodus,
Kapillarspannung: 1400V bis 1800V, Konusspannung: 35V, Quellentemperatur: 80 °C.
MS Experimente wurden Uber einen my/z-Bereich von 300 bis 2700 durchgefiihrt.
Tandemmassenspektrometrische Untersuchungen wurden unter Nutzung von CID nach
einem vollstandigen Scan und der manuellen Auswahl der Peptide durchgefiihrt. Der
Quadrupol-Massenfilter, der dem TOF Analysator vorgeschaltet war, wurde mit "low
mass" (LM) und "high mass" (HM) Auflésungseinstellungen von 10 (willkiirliche Einheit)
justiert und die CID Kollisionsenergie wurde, abhangig vom Ladungsstatus und dem m/z-
Verhéltnis, zwischen 18 eV und 60 eV variiert.

Die von den qTOF-Experimenten gewonnenen MS/MS-Spektren wurden mithilfe der
Software "MassLynx" Version 4.0 (Waters/Micromass, Milford, MA, USA) aufgenommen
und anschlieBend mithilfe des MassLynx add-on's "Maximum Entropy 3" (MaxEnt3)
prozessiert. Die Daten wurden in "SEQUEST"-Dateien (*.dta) konvertiert und standen so
fir weitere Analysen zur Verfligung.

Die Fragment-lonen-Peaklisten wurden durch Suche in Sequenzdatenbanken mit
Mascot-Software (Matrix Science, London, UK: http://www.matrixscience.com) analy-
siert. Fir diese Suche wurden die Datenbanken "Mass Spectrometry protein sequence
DataBase" (MSDB) sowie "SwissProt" verwendet. Die eingestellten Suchparameter

lauteten:

Type of search : MS/MS lon Search

Enzyme : Trypsin

Variable modifications : Acetyl (Protein N-term), Carbamidomethyl (C), Dioxidation
(M), Oxidation (M), Propionamide (C), Sulphone (M)

Mass values : Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted
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Peptide Mass Tolerance : A+ 0.3 Da
Fragment Mass Tolerance : A+ 0.3 Da

Max Missed Cleavages 01
Instrument type : ESI-QUAD-TOF
Number of queries 50

Automatische de novo-Sequenzierung der nanoESI-gTOF Daten und anschlieender
Datenbankabgleich mit "PEAKS Protein ID" und "SPIDER" (Han, et al., 2005) wurden
mithilfe der "in-chorus" Suche der Software "PEAKS Studio" Version 4.5 (Bioinformatics
Solutions) (Ma, et al., 2003) mit den gleichen Einstellungen fiir "enzyme" und Massen-
fehlertoleranzen fiir Precursor- und Fragmentionen wie bei der Mascot Suche durch-
gefihrt.

2.2.12 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

"MICROLON® 600" Microtiter-Platten (Cat. No. 655080, Greiner Bio-One, Frickenhausen,
BRD) wurden durch Zusatz von 100 pl Antigen-Losung (in TBS) pro well und Inkubation
bei RT, abgedeckt liber Nacht beschichtet. Die beschichteten Platten wurden dreimal mit
TBS-T gewaschen und die freien Bindungstellen der wells fiir 2 h bei RT mit 200 ul 1x
"Roti®-Block" (Cat. No. A151, Carl Roth, Karlsruhe, BRD) abgesattigt. Nach dreimaligem
Waschen mit TBS-T wurden den wells 90 pl primarer Mausantikorper (0,2 ug/ml) in
"LowCross-Buffer®" (Cat. No. 100500, CANDOR-Bioscience, Weiensberg, BRD) zugesetzt
und fir 90 min bei RT inkubiert. Es folgten finf Waschschritte mit TBS-T, bevor jedem
well 100 pl Sekundarantikorper (0,08 pug/ml, goat-anti-mouse-HRP, sc-2031, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA) in "LowCross-Buffer®" zugesetzt wurde. Es folgte
wiederum eine 90-minutige Inkubation bei RT. AnschlieRend wurde 5x mit TBS-T ge-
waschen. Fir die Visualisierung wurde ein 11 ml Aliquot ABTS-Substrat aufgetaut und
unmittelbar vor Benutzung mit 10 pl H,0; (35 %) versetzt. Von dieser Detektionslosung
wurden 100 ul pro well eingesetzt und die Farbreaktion fir 30 min bei RT ablaufen
gelassen, bevor sie durch Zusatz von 50 pl SDS/DMF-Lésung gestoppt wurde. Zur Quanti-
fizierung wurde die Absorption bei A =405nm gemessen (MRX Microplate Reader,
Dynatech Laboratories, Chantilly, USA).

2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Nukleinsaureextraktion
2.3.1.1 DNA-Extraktion aus Eschscholzia californica

Zur Gewinnung von gDNA aus Eschscholzia californica kam das "Nucleon Phytopure Ge-
nomic DNA Extraction Kit" (Cat. No. RPN8511, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) zum Ein-
satz. Zunachst wurden die suspensionskultivierten Zellen durch Absaugen mit einer
Wasserstrahlpumpe vom Medium getrennt und sofort in N lig. schockgefroren. 150 mg
gefrorenes Zellpellet wurden in einem vorgekiihlten Morser in N, lig. gemahlen bis der
Stickstoff verdampft war. Das erhaltene Zellmehl wurde in ein ebenfalls vorgekiihltes
1,5 ml Reaktionsgefal® tberflihrt und in 600 ul "Reagent 1" aufgetaut. Die Mischung
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wurde im Reaktionsgefd mit einem PP-Pistill homogenisiert und anschlieBend RNase
("Ribouclease A from bovine pancreas", Cat. No. R5500, Sigma Aldrich, Miinchen, BRD)
zu einer Endkonzentration von 20 pug/ml zugesetzt. Es folgte eine 30-mindtige Inkubation
bei 37°C. Danach wurden 200 ul "Reagent 2" hinzugefiigt und der Inhalt des Reaktions-
gefalles durch mehrmaliges Invertieren vermischt. Darauf folgte zundchst eine 10-
mindtige Inkubation bei 65 °C und ca. 500 rpm (Thermomixer Comfort, Eppendorf,
Hamburg, BRD) und anschlieBend eine Inkubation auf Eis (= 0 °C) fur 20 min. Nach
Zugabe von 500 ul vorgekihltem (-20 °C) Chloroform und 100 pl "Nucleon PhytoPure
DNA extraction resin" wurde die Probe 10 min bei RT gelagert und wahrend dieser Zeit
mehrmals invertiert. Es folgte eine Zentrifugation mit 1300 g fiir 10 min (Centrifuge
5403, Eppendorf, Hamburg, BRD). AnschlieBend wurde die obere, DNA-haltige Phase
vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal} Gberfiihrt und die gleiche Menge iso-Propanol
(4 °C) zugesetzt. Nach vorsichtigem Mischen folgte eine Zentrifugation mit 4000 g fir
5 min. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit kaltem (4 °C) Ethanol p.a.
(70 % (V/V)) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (4000 g, 5 min) und Entfernen des
Uberstandes wurde das Pellet an der Luft fiir 10 min bei RT getrocknet und die DNA
anschlieend in sterilisiertem A.bd. gel6st.

2.3.1.2 DNA Extraktion aus Escherichia coli

Zur Gewinnung der Plasmid-DNA aus 5 ml Suspensionskulturen transformierter E. coli
(siehe 2.4.1.3) diente das "Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System" (Cat. No.
A1330, Promega, Mannheim, BRD). Wie darin angegeben wurde 1 ml jeder Kultur in ein
1,5 ml Reaktionsgefall (Eppendorf, Hamburg, BRD) gegeben und 1 min mit 10.000 g
zentrifugiert (Centrifuge 5403, Eppendorf, Hamburg, BRD). Nach vorsichtigem Entfernen
des Uberstandes wurden diese Schritte solange wiederholt, bis die Zellen der gesamten
5ml Kultur pelletiert waren. Die Zellen wurden anschlieBend in 250 ul "Cell
Resuspension Solution" durch Auf- und Abpipettieren und Vortexen resuspendiert. Nach
Zusatz von 250 pl "Cell Lysis Solution" wurde vorsichtig durch viermaliges Invertieren ge-
mischt und 5 min bei RT inkubiert. Diese Schritte wurden nach Zusatz von 10 pl "Alkaline
Protease Solution" wiederholt. Es wurden 350 ul "Neutralisation Solution" zugesetzt und
nach sofortigem Durchmischen mit 14.000 g fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
(gereinigtes Lysat) wurde vorsichtig in eine "Spin Column", die zuvor in einem 2 ml
"Collection Tube" positioniert wurde, Ubertragen. Es folgte eine Zentrifugation der
Saulen mit 12.000 g fiir 1 min. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule mit 750 ul
"Column Wash Solution" auf die gleiche Weise gewaschen. Der Waschschritt wurde mit
250 pl "Column Wash Solution" wiederholt. AnschlieBend wurde die "Spin Column" in
ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefall transferiert und 50 ul Nuklease-freies A.bd. auf die
Saule gegeben. Nach einer Inkubation bei RT fiir 10 min wurde 5 min mit 10.000 g zentri-
fugiert. Die Saule wurde anschliefend verworfen und das DNA-haltige Eluat verwendet
bzw. bei -20 °C gelagert.
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2.3.1.3 DNA Extraktion aus Agarose Gel Matrix

Um die mittels Agarose-Gel-Elektrophorese getrennte DNA (siehe 2.3.5) ggf. zurlickzuge-
winnen, wurde das QIAquick® Gel Extraction Kit (Cat. No. 28704, Qiagen, Hilden, BRD)
verwendet. Die DNA-Bande im Gel wurde kurz unter UV-Licht markiert, anschlieRend
ausgeschnitten und das Gelstlick in ein steriles, austariertes 1,5 ml ReaktionsgefaR tGber-
flhrt und gewogen. Nach Zugabe des dreifachen Gelvolumens an "Buffer QG" wurde das
Gel bei 50 °C fur 10 min unter Schitteln (ca. 100 rpm, Thermomixer Comfort, Eppendorf,
Hamburg, BRD) aufgeschmolzen. AnschlieRend wurde das einfache Gelvolumen an iso-
Propanol zugesetzt und durch Schitteln gemischt. Die Probe wurde dann in eine
"QIAquick spin column" lberfiihrt, die zuvor in einem 2 ml "collection tube" positioniert
wurde. Nach einer Zentrifugation mit 10.000 g fiir 1 min wurde der Durchfluss verworfen
und die Sadule in gleicher Weise mit 500 ul "Buffer QG" gewaschen. Dieser Waschschritt
wurde mit 750 pl "Buffer PE" wiederholt. AnschlieBend wurde die "QlAquick spin
column" in ein steriles 1,5 ml ReaktionsgefaR transferiert und 50 pl Nuklease-freies A.bd.
auf die Sdule gegeben. Nach einer Inkubation bei RT fir 10 min wurde 5 min mit
10.000 g zentrifugiert. Die Sdule wurde anschlieRend verworfen und das DNA-haltige
Eluat verwendet bzw. bei -20 °C gelagert.

2.3.1.4 RNA Extraktion aus Eschscholzia californica Keimwurzeln

Fir die Gewinnung und Aufreinigung der RNA aus Keimwurzeln von Eschscholzia
californica wurde das NucleoSpin® RNA Plant Kit (Cat. No. 740949, Macherey-Nagel,
Diren, BRD) verwendet: zunacht wurden ca. 100 mg frische Keimwurzeln in N, lig
schockgefroren und gemorsert. Das gefrorene Gewebemehl wurde in einem 1,5 ml
Reaktionsgefald durch Zugabe von 350 ul "Buffer RA1" und 3,5 ul B-ME aufgetaut und die
Mischung gevortext. Zur Reinigung des Lysates wurde die Mischung in "NucleoSpin®
Filter" Gberfiihrt und 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Nach der Uberfiihrung des ge-
reinigten Lysates in ein neues ReaktionsgefdR wurden 350 pl Ethanol p.a. (70 % (V/V))
zugesetzt. Nach 2-maligem kurzen Vortexen wurde die Losung auf eine "NucleoSpin®
RNA Plant Column" gegeben und 30s bei 11.000 g zentrifugiert. Zur Entsalzung der
Membran kamen 350 pl "MDB (Membran Desalting Buffer)" zum Einsatz, der ebenfalls
1 min bei 11.000 g abzentrifugiert wurde. Fiir den Verdau der gebundenen DNA musste
zundchst "DNase reaction mixture" zubereitet werden. Dazu wurden fiir jede Probe 10 pl
"reconstituted rDNase" und 90 ul "Reaction Buffer for rDNase" in einem 1,5 ml
Reaktionsgefall vorsichtig durch leichtes AnstoRen vermischt. Von dieser Mischung
wurden 95 ul direkt auf das Zentrum der Membran pipettiert und 15 min bei RT
inkubiert. Durch Zugabe von 200 pl "Buffer RA2" erfolgte die Inaktivierung der rDNase.
Der im Anschluss durchgefiihrten Zentrifugation fir 30s bei 11.000 g folgten zwei
weitere Waschschritte mit 600 pl bzw. 250 ul "Buffer RA3". Zur Trocknung der Membran
wurde erneut zentrifugiert fiir 2 min bei 11.000 g. Die Eluierung der RNA erfolgte mit
60 ul "RNase-free H,O". Nach erfolgter Konzentrationsbestimmung (siehe 2.3.3) diente
die Losung als Template flir die DNA Synthese mittels Reverser Transkriptase Reaktion
(RT-Reaktion) (siehe 2.3.2). Reste wurden bei -80 °C gelagert.
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2.3.2 DNA Synthese mittels Reverser Transkriptase Reaktion (RT-Reaktion)

Um aus der aus den Keimwurzeln extrahierten RNA ein fiir PCR nutzbares Template zu
gewinnen, wurde unter Verwendung des "RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit" (Cat. No. K1631, Fermentas, St. Leon-Rot, BRD) mittels RT-Reaktion cDNA
synthetisiert. Dazu wurden 1 ug RNA Template und 1 ul "oligo (dT):g primer" in einem
0,250 ml Reaktionsgefall mit Nuklease-freiem A.bd. auf 12 ul aufgefillt. Nach kurzer
Zentrifugation erfolgte eine Inkubation bei 65 °C fiir 5 min. Nach Abkihlung auf 4 °C
wurden 4 pl "5x Reaction Buffer", 1 ul "RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/ul)", 2 ul
"10 mM dNTP Mix" sowie 1 ul "RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase
(200 u/ul)" zugesetzt, vorsichtig gemischt und kurz zentrifugiert. Die Inkubation erfolgte
fir 60 min bei 42 °C bevor die Reaktion durch Erhitzen auf 70 °C fir 5 min abgestoppt
wurde. Die Losung diente direkt als PCR Template. Reste wurden fiir kurze Zeit (max.
eine Woche) bei -20°C gelagert.

2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelosungen

Zur Bestimmung der Nucleinsdurekonzentration nach erfolgter Extraktion (siehe 2.3.1)
wurden 5 pl Losung mit A.bd. auf 70 ul verdiinnt und die optische Dichte bei A =260 nm
(OD2g0) und A =280 nm (OD,g9) mithilfe eines Spektrophotometers ("Ultrospec 3000",
Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) bestimmt. Fir die Messung wurden UV-durchldssige
Quarzkivetten (Cat. No. 759230, Brand, Wertheim, BRD) verwendet. Die Konzentration
in der urspriinglichen Losung wurde mithilfe folgender Formel berechnet: c[ng/ul] =
OD,¢ - F -V . Dabei wurde fiir den Korrekturfaktor (F) der Wert 50 (fiir dsDNA), bzw. 40

(fir RNA) und fur den Verdiinnungsfaktor (V) der Wert 14 (70 : 5) eingesetzt. Mithilfe

des Verhiltnisses 2225 wurde zudem die Qualitat der Losung Uberprift. Es wurden nur
280

Losungen verwendet bei denen dieser Wert zwischen 1,5 und 2,2 lag.

2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Probenansatze fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden in 0,5 ml Reaktions-
gefallen vermischt und waren wie folgt zusammengesetzt:

Template DNA (bzw. A.bd. als negativ Kontrolle) 3ul
4 dNTP mix (100 mM) 0,2 ul
Vorwartsprimer (100 pmol/ul) 1l
Ruckwartsprimer (100 pmol/ul) 1l
Tag DNA Polymerase (1 u/ul) 1l
Taq DNA Polymerase Puffer (10x, +MgCl,) 2 ul
autoklaviertes A.bd. zu 20 ul

Als Template wurden 100 ng cDNA (aus Eschscholzia californica-cDNA-Bank (Schwartze,
2006)) bzw. 250 ng gDNA (siehe 2.3.1.1), 20 ng gereinigtes PCR-Produkt (siehe 2.3.1.3),
oder 100 ng gereinigte Plasmid-DNA (siehe 2.3.1.2) mit A.bd. auf 3 pul verdinnt und
verwendet. Es kam der dNTP mix "dNTP Set" (Cat. No. R0181, Fermentas, St. Leon-Rot,
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BRD) zum Einsatz. Taq DNA Polymerase und Puffer (Cat. No. SE1331A-w) wurden von der
Firma Segenetic, Borken, BRD bezogen. Alle Primer wurden von der Firma biomers.net

(Ulm, BRD) synthetisiert. Eine Aufstellung der verwendeten Primer zeigt Tab. 2-2.

Name Art Sequenz Annealing-
temperatur

Alu_for vorwarts | 5'-gaa ggt gct ctt gat aat ct-3' 577 °C
Alu_rev rickwarts | 5'-agc agt aac agc agt aat tt-3' ’
GAPDH_for vorwarts | 5'-atg ggt tca gga aag a-3' 517 °C
GAPDH_rev rickwarts | 5'-ttg gca aga gtg aac g-3' ’
B1 GAPDH_for VOrwarts 5 -aca agt ttg tac aaa aaa gc'a ggc tct cca

acc atgggttca gga aaga-3 517 °C
B2 GAPDH_rev | riickwiirts 5'-tcc gec acc acc aac cac ttt gta ca? gaa

agc tgg gta ttg gca aga gtg aac g-3
asB2 . 5'-tcc gcc acc acc aac cac ttt gta caa gaa

vorwarts * '
GAPDH_for agc tgg gta atg ggt tca gga aag a-3 517 °C
asB1 . . 5'-aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc tct cca ’
kwart *

GAPDH_rev ruckwarts acc ttg gca aga gtg aac g-3'
gap_for vorwarts | 5'-ctt gaa ggg agg tgc c-3' 58 5 °C
gap_rev rickwarts | 5'-gat gtt gaa gga agc g-3' ’
B1 gap_ for VOrwarts 5 -aca agt ttg tac aaa aaa g'ca ggc tct cca

acc ctt gaa ggg agg tgcc-3 58 5 °C
B2 gap_ rev Fickwarts 5'-tcc gec acc acc aac cac ttt gta c:da gaa ’

agc tgg gta gat gtt gaa gga agc g-3

Tab. 2-2 Verwendete PCR-Primer.

(*attB-sites)

Zur Durchfihrung der PCR wurden die ReaktionsgefdaRe in einem "Mastercycler Gradient”

(Eppendorf, Hamburg, BRD) Thermocycler positioniert und die Reaktion mit folgenden

Einstellungen gestartet:

Initialdenaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 45 s

Annealing siehe Tab. 2-2 30s 35x
DNA-Synthese 72 °C 2 min
abschlielRende DNA-Synthese 72 °C 10 min
Aufbewahrung 4°C oo

2.3.5 Agarose-Gel-Elektrophorese

1g (fir 1 % Gele) bzw. 2 g (fir 2 % Gele) Agarose (fir Elektrophorese) wurde in 100 ml
TAE-Puffer unter Aufkochen und Riihren gel6st. Nach Abkihlen auf 50 °C bis 60 °C
wurden unter Rihren 1 ul EtBr. StLsg. zugesetzt und das Gel ausgegossen. Nach dem

Erkalten wurde der Kamm entfernt und die Elektrophorese-Kammer (HE 33 Mini
Submarine Unit Basic, Cat. No. 80-6052-64 GE-Healthcare, Freiburg, BRD) mit TAE-Puffer
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gefillt bis das Gel mit Puffer bedeckt war. Zu 20 ul Probe wurden 2 pl DNA Ladepuffer
gegeben, vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren gemischt und das Gemisch komplett in
die Geltasche gegeben. Als DNA-Referenz dienten 5 pl "SmartLadder” (Cat. No. MW-
1700-10, Eurogentec, Seraing, Belgien). Der Gellauf wurde bei 120 V durchgefihrt und
dauerte ca. 50 min. Die Gele konnten durch den Ethidiumbromidzusatz anschliefend auf
einem UV-Tisch ausgewertet und mit einer Digitalkamera (Camedia E-10, Olympus,
Hamburg, BRD) fotografiert werden. Zur Ermittlung der Bandenintensitdat wurden diese
Bilder unverandert mithilfe der Software "Optimas Version 6.2" (Optimas Corporation,
USA) digital analysiert. Fir Gel zu Gel Vergleiche wurden die Bandenintensitaten mithilfe
der 500 kb Bande des "GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder"-Markers normalisiert.

2.3.6 cDNA-Bank-screening

Um ein moglichst vollstandiges Spektrum der in einer Eschscholzia californica-cDNA-
Bank (Schwartze, 2006) vorliegenden DNA auf NC-Membran ("Hybond ECL", Cat. No.
RPN203D, GE-Healthcare, Freiburg, BRD) zu fixieren, wurden verschiedene Ver-
dinnungen dieser Bank (1-5 pl in 100 pl LB-Kan) auf Petrischalen (@ 8 cm) mit Kana-
mycin-haltigem Festmedium ausgespatelt und fir ca. 16 h bei 37 °C inkubiert. Fir die
Ubertragung wurden NC-Membranstiicke mit den exakten MaRen der Petrischalen zu-
recht geschnitten. Diese wurden fir 1 min auf je eine der auf Raumtemperatur ge-
brachten cDNA-Bank-Kulturplatten aufgelegt. Wahrend dieser Zeit wurde die exakte
Position markiert. Die mit einer Pinzette verwischungsfrei von den Kulturplatten abge-
zogenen Membranen wurden jeweils fiir 3 Minuten (Kolonieseite nach oben) auf einen
mit 10 % (m/V) SDS-Lésung getrankten Filterpapierstapel blasenfrei aufgelegt. An-
schlieRend erfolgte die Behandlung analog und in folgender Reihenfolge auf weiteren
Filterpapierstapeln, getrankt mit Denaturierungslésung (5 min) und Neutralisierungs-
I6sung (5 min). SchlieRlich wurden die Filter, Kolonieseite oben, fir 5 min auf 2x SSPE
zum Schwimmen gebracht und danach durch Schwenken des Gefdlles untergetaucht.
Nachdem alle Filter derart behandelt waren, wurden sie der 2x SSPE-L6sung ent-
nommen und fir 1 h auf trockenem Filterpapier ausgelegt. Zum Fixieren der DNA auf
den NC-Membranen wurden diese sowohl 1 h in einem Umluftofen bei 80 °C gebacken
als auch einem UV-Crosslinking (Auto-Modus, Stratalinker, Stratagene, La Jolla, CA, USA)
unterzogen. Derart behandelte Filter konnten, in Aluminiumfolie verpackt, einige Zeit
bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Die abgezogenen Kulturplatten wurden, zum
teilweisen Nachwachsen der Kolonien, fiir 7 h bei 37 °C inkubiert, anschlieffend bei 4 °C
gelagert.

Zur Hybridisierung mit der auf den Membranen fixierten DNA wurde eine DNA-Sonde
mit alkalischer Phosphatase (AP) gelabelt. Dazu wurde das "Gene Images AlkPhos Direct
Labeling and Detection System" (Cat. No. RPN3690, GE-Healthcare, Freiburg, BRD)
verwendet. Alle Arbeitsschritte erfolgten nach dem Protokoll des Herstellers. Zunachst
wurde die zu markierende DNA in dem mitgelieferten Wasser zu einer Konzentration
von 10 ng/ul gelost und 10 pl dieser Losung in einem 1,5 ml Reaktionsgefal fiir 5 min bei
95 °C denaturiert. Sofort im Anschluss wurde die Lésung fiir 5 min auf Eis abgekihlt und
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die Flissigkeit durch kurzes Zentrifugieren am Boden des Reaktionsgefidlles gesammelt.
Es folgte ein Zusatz von 10 pl "reaction buffer" sowie 2 pl "labeling reagent". Nach
kurzem Mischen wurden zudem 2 pl 5-fach, mit A.bd., verdiinnte "crosslinker solution"
zugegeben und die Inkubation fiir 30 min bei 37 °C nach kurzem Mischen und
Zentrifugieren gestartet. Die so markierte Sonde wurde dann fiir maximal 2 h auf Eis
gelagert. Nicht verwendeten Resten wurde Glycerol zu einer Endkonzentration von
50 %(V/V) zugesetzt und die Losung bei 4 °C gelagert.

Zur Vorbereitung der Hybridisierungsreaktion wurde dem "hybridization buffer" NaCl zu
einer Endkonzentration von 0,5 M und "blocking reagent" zu einer Endkonzentration von
4 %(m/V) zugesetzt und der Puffer anschlieRend auf 55 °C erwarmt. AuBerdem wurden
die trockenen Membranen (siehe oben) fir 5 min in 2x SSC Uberfihrt, danach 30 min
unter Bewegung in 6x SSC bei Raumtemperatur inkubiert. Die noch auf den Membranen
befindlichen Kolonie-Reste wurden vorsichtig mit einem in 6x SSC getrankten Zellstoff-
tuch abgewischt. Bis zur Vorhybridisierung wurden die Membranen weiterhin 6x SSC
inkubiert. Zur Vorhybridisierung wuden die Membranen vorsichtig mit der Kolonieseite
nach innen an der Innenflache von 50 ml Falcon Tubes (Cat. No. 227270, Greiner Bio-
One, Frickenhausen, BRD) positioniert und jeweils 4 ml "hybridization buffer" hinzuge-
geben. Die Tubes wurden horizontal in einem Hybridisierungsofen (Enviro-Genie,
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA) angebracht und wahrend der Inkubation fir
30 min bei 55 °C um die Horizontalachse mit ca. 30 rpm bewegt. AnschlieRend wurde die
zuvor gelabelte Sonden-DNA dazu pipettiert (Endkonzentration ca. 12,5 ng/ml) und die
Inkubation in gleicher Weise (iber Nacht fortgesetzt. Die Hybridisierungslésung wurde
anschliefend entfernt und fir weitere Hybridisierungsschritte bei -20 °C gelagert. Es
folgten zwei Waschschritte fiir je 10 min bei 55 °C mit 20 ml primary wash buffer sowie
zwei Waschschritte fir je 5 min bei RT mit 20 ml 1x secondary wash buffer in dem kurz
vor Benutzung noch MgCl, zu 2 mM gel6st wurde.

Fir die Detektion wurden die Membranen blasenfrei auf einer austarierten, glatten
Oberflache mit der Kolonieseite nach oben positioniert und auf die Oberflache 40 ul/cm?
"CDP-Star detection reagent" aufgebracht. Nach einer Inkubation flir 5 min wurde dieses
mit Blotting Papier (Cat. No. 3030917, Whatman, Schleicher & Schuell, Dassel, BRD)
entfernt, die Membranen in Klarsichtfolie verpackt und auf einem Fotofilm (Cat. No. 28-
9068-35 GE-Healthcare, Freiburg, BRD) fiir ca. 1 h exponiert. Die Filme wurden fiir 5 min
in gebrauchsfertiger "Kodak® GBX developer/replenisher" (Cat. No. P7042, Sigma
Aldrich, Miinchen, BRD) entwickelt und anschlieBend 10 min in ebenfalls gebrauchs-
fertiger "Kodak® GBX fixer/replenisher" (Cat. No. P7167, Sigma Aldrich, Miinchen, BRD)
fixiert. Nach dem Waschen in A.bd. wurden die Filme an der Luft bei RT getrocknet und
die Positionsmarkierungen der Membranen auf den Fotofilm mit einem wasserfesten
Stift Gbertragen.

Durch Auflegen der Kulturplatten auf die mit den Markierungen versehenen Filme
konnten die Areale bzw. Spots, die ein positives Hybridisierungssignal verursacht hatten,
identifiziert und mittels Impfose in eine LB-Kan Flussigkultur (ibertragen werden. Es
wurden mehrere Verdinnungen dieser Kultur erneut auf Petrischalen (@ 8 cm) mit Kana-
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mycin-haltigem Festmedium ausgespatelt, um nach 16-stiindiger Inkubation bei 37 °C
Agarplatten zu erhalten, auf denen die Koloniedichte gering genug ist, um einzelne
Kolonien eindeutig zuordnen zu kénnen. Um die positiven Signale zu Gberprifen und mit
Sicherheit Einzelklone zu erhalten, wurden alle Arbeitsschritte der Kultivierung, des
Ubertragens und Fixierens der DNA auf NC-Membran, die Hybridisierung (hier wurde die
bereits benutzte Hybridisierungslésung mit markierter DNA-Sonde wiederverwendet)
sowie das Waschen und Entwickeln wiederholt. Durch Plasmid-Sequenzierung der im
zweiten Durchgang positiven Klone wurde das Ergebnis liberpriift.

2.3.7 DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekiile erfolgte nach dem von Sanger be-
schriebenen Prinzip (Sanger, et al., 1977) und wurde von Eurofins MWG Operon
(Ebersberg, BRD) durchgefiihrt. Zur Probenvorbereitung wurde die DNA zu 10 ng/ul bei
gereinigtem PCR-Produkt bzw. zu 100 ng/ul im Falle gereinigter Plasmide in autokla-
viertem A.bd. gel6st und jeweils 20 ul Probe eingesandt. Die verwendeten Sequenzier-
primer sind Tab. 2-3 zu entnehmen (bei der Sequenzierung von PCR-Produkten wurden
die jeweiligen PCR-Primer verwendet). Proben wurden i.d.R. sowohl in "sense" als auch
in "antisense" Richtung sequenziert.

zu sequenzierendes

Plasmid Primer Sequenz

M13 for | 5'-gta aaa cga cgg cca gt-3'

pDONR™222
M13 rev | 5'-gga aac agc tat gac cat g-3'

P27-5 5'-ggg atg acg cac aat cc-3'

pHELLGATE 12
P27-3 5'-gag cta cac atg ctc agg-3'

4F 5'-ttg cgg act cta gca tgg-3'
1R 5'-aca tta caa ttt act att-3'
Tab. 2-3 Verwendete Sequenzierprimer.

pK7GWIWG2(I1)

2.4 Methodenentwicklung: Assay zum gene-silencing mittels RNAi im
Keimwurzelsystem

Zur Untersuchung der Funktion ausgewahlter Zielgene bei der Expression der
Alkaloidbiosynthese wurde ein System zur transienten Ausschaltung von mRNAs mittels
RNAi etabliert. Dazu wurden Samen von Eschscholzia auf Agarmedien zur Keimung
gebracht und die Keimwurzeln biolistisch mit RNAi Vektoren transformiert (siehe 2.4.2).

2.4.1 Die Herstellung von RNAi-Vektoren zum silencing von GAPDH
2.4.1.1 Klonierung mithilfe des GATEWAY™ - Systems

Die GATEWAY™ Technologie ist eine universelle Klonierungsmethode, die sich die
speziellen Rekombinationseigenschaften des Lambdaphage zunutze macht. Mit ihr ist es
moglich, schnell und effizient DNA-Abschnitte zwischen verschiedenen Vektoren auszu-
tauschen. Voraussetzung fiir den Einsatz dieser Technologie ist das Vorhandensein
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bestimmter DNA-Sequenzen, der sog. att-Sites. Ein Enzymmix ("BP-Clonase mix") aus der
von der Lambdaphage codierten "Integrase" (Int) und dem von E. coli codierten
"integration host factor" (IHF) katalysiert dabei die Reaktion attB x attP — attL x attR
(BP-Reaktion). Die Reaktion in die entgegengesetzte Richtung (attL x attR — attB x attP;
LR-Reaktion) wird von dem Enzymmix "LR-Clonase mix" katalysiert, der aufRer "Int" und
"IHF" noch das, ebenfalls von der Lambdaphage stammende, Enzym "Excisionase" (Xis)
enthalt.

Zudem enthalten unverdanderte GATEWAY™-Vektoren das ccdB-Gen, dessen Produkt ein
Toxin fir die E. coli eigene DNA-Gyrase darstellt. Eine schematische Ubersicht dieser
Methode zeigt Abb. 2-17.

BP-Reaktion

Donorvektor Nebenprodukt

ccdB
arnPl arP2
artRi a2
~ Gen
arrll artl2
grrBl a2

PCR-Produkt Eintrittsvektor

LR-Reaktion
Zielvektor Expressionsvektor

ccdB Gen
( grRi arR2 ) arrBl 82
Gen ccdd
‘ grrll artl2 ' < a1 P2 )

Eintrittsvektor Nebenprodukt

Abb. 2-17 Funktionsprinzip der GATEWAY™ Klonierungstechnologie.

Zunachst wurde der zu transferierende Genabschnitt mittels PCR (siehe 2.3.4) durch
Verwendung entsprechender Primer mit "attB" Bindungsstellen versehen. Das PCR-
Produkt wurde anschlieRend mittels Agarose-Gel-Elektrophorese (siehe 2.3.5) gereinigt
und aus der Gelmatrix zuriickgewonnen (siehe 2.3.1.3).

Fiir die BP-Reaktion wurden in einem autoklavierten 0,5 ml ReaktionsgefaR 150 ng PCR-
Produkt sowie 150 ng Donorvektor-DNA (pDONR™222, Invitrogen, Karlsruhe, BRD, Abb.
2-18) mit A.bd. zu 8 pl aufgefiillt und vorsichtig vermischt. Der "BP Clonase™ Il enzyme
mix" (Cat. No. 11789-020, Invitrogen, Karlsruhe, BRD) wurde auf Eis aufgetaut und kurz
gevortext, bevor 2 ul dem Ansatz hinzgefligt wurden. Nach vorsichtigem Mischen er-
folgte eine Inkubation bei RT fiir 1 h. Nach dem Abstoppen der Reaktion durch Zusatz
von 1 pl "Proteinase K" (in Cat. No. 11789-020 enthalten) und 10-mintiger Inkubation
bei 37 °C wurden 5 pl des Ansatzes zur Transformation von E. coli-Zellen des Stammes
"TOP 10" verwendet (siehe 2.4.1.2). Nach Auswahl und Kultivierung der so erzeugten
Bakterienklone erfolgte eine Plasmidextraktion aus je 5 ml Uber-Nacht-Kultur (siehe
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2.3.1.2). Zur Uberpriifung des Klonierungserfolgs wurde der entsprechende Bereich der
gewonnenen Plasmid-DNA sequenziert (siehe 2.3.7).

Chloramphenicol
oftPl .4g  Resistance

M13 for
Primer

B T1
Terminator

ottP2

M13rev
mB T2 Primer
Terminator
pDONR™ 222
4718 bp
pUC Qrigin
Kanamycine

Resistance

Abb. 2-18 Donorvektor pDONR™ 222.

Flr die LR-Reaktion wurden in einem autoklavierten 0,5 ml Reaktionsgefal 150 ng Ein-
trittsvektor-DNA sowie 150 ng Zielvektor-DNA (pHELLGATE 12; pK7GWIWG2(ll), Abb.
2-19) mit A.bd. zu 8 ul aufgefiillt und vorsichtig vermischt. Der "LR Clonase™ Il enzyme
mix" (Cat. No. 11791-020, Invitrogen, Karlsruhe, BRD) wurde auf Eis aufgetaut und kurz
gevortext bevor 2 ul dem Ansatz hinzugefligt wurden. Nach vorsichtigem Mischen
erfolgte liber Nacht eine Inkubation bei 25 °C. Nach dem Abstoppen der Reaktion durch
Zusatz von 1 pl "Proteinase K" (in Cat. No. 11791-020 enthalten) und 10-mindtiger
Inkubation bei 37 °C, wurden 5 pul des Ansatzes zur Transformation von E. coli-Zellen des
Stammes "TOP 10" oder "StbI2™" bzw. 2 ul zur Transformation von Zellen des Stammes
"XL-1 Blue" (siehe 2.4.1.3) verwendet. Nach Auswahl und Kultivierung der so erzeugten
Bakterienklone erfolgte eine Plasmidextraktion aus je 5 ml Uber-Nacht-Kultur (siehe
2.3.1.2). Zur Uberpriifung des Klonierungserfolgs wurde der entsprechende Bereich der
gewonnenen Plasmid-DNA sequenziert (siehe 2.3.7).

P27-3 Primer
ccdp OfR1

358

Kanamycine Terminator

Resistance
—
>

Nos Promotor 4F Primer

attR2 NPTII

vl
Nos Terminator Left Border
LeftBorder e
Spectinomycine

Resistance

attR2

Chloramphenicol
ccdB

Resistance
attRl
P27-5Primer

PHELLSGATE 12
17681 bp pK7GWIWG2(II)

12904 bp

attR2

CaMV 35S
Promotor

ccdB
attRl

P

Right Border

1RPrimer

35S Promotor

\

Spectinomycine Right Border
Resistance

Abb. 2-19 Zielvektoren pHELSGATE 12 und pK7GWIWG2(ll).

2.4.1.2 Kultivierung der Escherichia coli Zellen

Fir die Klonierungsversuche zur Gewinnung eines RNAi-Vektors mithilfe des GATEWAY™
-Systems wurden Bakterien folgender Stamme verwendet:
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TOP 10: F' mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80/acZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (str®) endAl nupG A-

MAX Efficiency® StbI2™: F mcrA A(mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl endAllon gyrA96 thi
supE44 relA1 N A(lac-proAB)

XL-1 Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]

Die Kultivierung in Suspension erfolgte in LB-Medium. Das Kulturvolumen betrug 5 ml bis

250 ml, die verwendeten GlasgefdBe (Kolben) verfiigten (iber das 4- bis 5-fache

Volumen. Kultiviert wurde fiir ca. 16 h bei 37 °C (bzw. 30 °C bei Verwendung von Stbl2™

Zellen) auf einem Rundschiittler bei 160 rpm. Die Kulturmedien wurden jeweils durch

Ubertragung einiger Milliliter Vorkultur oder mit einer Impfése beimpft.

Die Kultivierung auf Festmedium erfolgte durch Ausspateln von 100 ul Bakterienkultur
bzw. Bakterien in SOC-Medium (nach Transformation, siehe 2.4.1.3) auf Petrischalen (@
8 cm) mit Festmedium. Die Kultivierung erfolgte fiir ca. 16 h bei 37 °C (bzw. 30 °C bei
Verwendung von StbI2™ Zellen).

2.4.1.3 Transformation der Escherichia coli Zellen
Elektroporation :

Zu 50 pl einer Suspension kompetenter E. coli-Zellen (XL-1 Blue, siehe 2.4.1.2) wurden
auf Eis ca. 30 ng der zu transferierenden DNA (2 pl LR-Reaktion siehe 2.4.1.1) zugesetzt,
vorsichtig vermischt und in eine eisgekiihlte 2 mm-Gap-Kivette gegeben. Die Elektro-
poration erfolgte mittels eines "ECM 600" (BTX/Harvard Bioscience, Holliston, USA) mit
folgenden Einstellungen: U = 2,45 kV, t = 5-6 ms Pulse, R =129 Q. Nach Zusatz von 250 pl
SOC-Medium erfolgte eine Inkubation fir 1 h bei 37 °C und 250 rpm (Thermomixer
Comfort, Eppendorf, Hamburg, BRD). Der gesamte Ansatz wurde auf Selektionsmedium
ausgespatelt und ca. 16 h bei 37 °C inkubiert (siehe 2.4.1.2).

Hitzeschocktransformation:

One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Cat. No. C4040-06, Invitrogen, Karlsruhe,
BRD): Zu 50 ul einer zuvor fiir 30 min auf Eis aufgetauten Bakteriensuspension wurden
ca. 75 ng der zu transferierenden DNA (5 ul BP- bzw. LR-Reaktion siehe 2.4.1.1) zuge-
setzt, vorsichtig vermischt und fiir 30 min eisgekuhlt. AnschlieBend erfolgte eine Inkuba-
tion fiir 30 s bei 42 °C. Nach kurzem Abkihlen auf Eis wurden 250 pl SOC-Medium zuge-
setzt und die Suspension 1 h bei 37 °C mit 225 rpm geschiittelt (Thermomixer Comfort,
Eppendorf, Hamburg, BRD). Der gesamte Ansatz wurde auf Selektionsmedium
ausgespatelt und ca. 16 h bei 37 °C inkubiert (siehe 2.4.1.2).

MAX Efficiency® Stbl2™ Competent Cells (Cat. No. 10268-019, Invitrogen, Karlsruhe,
BRD): Zu 100 pl einer zuvor fiir 30 min auf Eis aufgetauten Bakteriensuspension wurden
ca. 75 ng der zu transferierenden DNA (5 pl BP- bzw. LR-Reaktion siehe 2.4.1.1) zuge-
setzt, vorsichtig vermischt und fiir 30 min eisgekihlt. AnschlieBend erfolgte eine Inkuba-
tion flir 25 s bei 42 °C. Nach Abkuhlen auf Eis fir 2 min wurden 900 ul SOC-Medium
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zugesetzt und die Suspension 1,5 h bei 30 °C mit 225 rpm geschittelt (Thermomixer
Comfort, Eppendorf, Hamburg, BRD). 200 ul des Ansatzes wurden auf Selektionsmedium
ausgespatelt und ca. 16 h bei 30 °C inkubiert (siehe 2.4.1.2).

2.4.2 Anzucht und Transformation von Eschscholzia californica Keimwurzeln
2.4.2.1 Kultivierung und Anzucht der Keimwurzeln
Sterilisation der Samen:

Zur Sterilisation der Eschscholzia californica Samen (Quedlinburg Saatgut GmbH,
Quedlinburg, BRD) wurden ca. 100 Stlick zunachst fiir 5 min in 10 ml Ethanol p.a,,
70 %(V/V) geschwenkt. Nach Dekantierung des Ethanols und kurzem Waschen mit A.bd.
wurden 10 ml einer NaOCI-Lésung, die ca. 4 % aktives Chlor enthielt, zugesetzt und
erneut 5 min geschittelt. Anschliefend wurde die Losung abfiltriert und die Samen
grindlich zweimal mit A.bd. gewaschen.

Anzucht der Keimwurzeln:

Die zuvor sterilisierten Samen wurden mit einer sterilen Metallpinzette, unter
keimfreien Bedingungen einzeln im Zentrum der Petrischalen auf Keimwurzelmedium
platziert und leicht angedrickt. Pro Schale wurden ca. 20 bis 25 Samen verwendet, der
Abstand der Samen zueinander betrug ca. 5 mm. Die Schalen wurden mit "Parafilm® M"
(Cat. No. H666, Carl Roth, Karlsruhe, BRD) versiegelt und aufrecht in einem dafir
angefertigtem "Rack" platziert. Die Kultivation erfolgte bei 23 °C bis 24 °C unter Dauer-
licht (Photonendichte ca. 7 umol/m?/s). Das Anziehen der Keimlinge in senkrecht
aufgestellten Petrischalen bewirkt, dass die Wurzeln dicht unter der Agaroberflache
nach unten wachsen. So lassen sie sich vor allem unter dem Mikroskop sehr gut
beobachten. Desweiteren wachsen sie verhaltnismaRig gerade und haben genug Platz,
sich einige Tage zu entwickeln ohne an die Rander der Schalen zu stoBen. Nicht zuletzt
ist es moglich, die Wurzeln in diesen Schalen (im Gegensatz zur Suspensionskultur)
direkt biolistisch zu transformieren. Diese Transformation erfolgte drei Tage nach
Auslegen der Samen. Vor der Auswertung der Folgen dieser Transformation wurden die
Keimwurzeln flir weitere zwei bis vier Tage unter den gleichen Bedingungen kultiviert.

2.4.2.2 Biolistische Transformation der Keimwurzeln
DNA-Bindung an "Microcarrier" Gold Partikel:

Zunachst wurden 60 mg "Biolistic® 1.0 um Gold Microcarriers" (Cat. No. 1652263, Bio-
Rad, Minchen, BRD) in ein sterilisiertes 1,8 ml Reaktionsgefal} eingewogen. Nach Zu-
gabe von 1 ml Ethanol p.a. (96 % V/V) wurde die Mischung gevortext und anschlieRend
30 s im Ultraschallbad (Sonorex TK524, Bandelin, Berlin, BRD) mit 100 % Leistung be-
handelt. Nach kurzer Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und
verworfen. Dieser Waschschritt wurde ein weiteres Mal mit Ethanol p.a. (96 % V/V),
zweimal mit Ethanol p.a. (70 % V/V) und zweimal mit sterilem A.bd. durchgefuhrt. Von
einer mit 1 ml A.bd. hergestellten Suspension dieser Partikel wurden 40 pl fir ein "DNA-
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Coating" verwendet (Reste wurden bei -20 °C gelagert). Dazu wurde nach erneuter
Zentrifugation der Uberstand verworfen und wiassrige DNA-Lésung, die 5 ug DNA ent-
hielt, mit A.bd. zu 60 ul verdiinnt, zugegeben. Nach kurzem vortexen bei halber
Maximalgeschwindigkeit erfolgte die vorsichtige Zugabe von 20 ul Spermidin-Lsg. und
50 ul CaCl,-Lsg. Es wurde erneut vorsichtig gevortext und die Suspension anschlieRend
3 min bei 4 °C inkubiert, wobei immer wieder zwischendurch gevortext wurde. Nach
erneuter Zentrifugation und Entfernung des Uberstandes wurden die Partikel mit 200 pl
Ethanol p.a. (96 % V/V) gewaschen und danach in 85 ul Ethanol p.a. (96 % V/V)
resuspendiert und bei 4 °C aufbewahrt.

Durchfiihrung des Partikelbeschusses:

Fir die biolistische Transformation der Keimwurzeln wurde das "Biolistic® Particle
Delivery System Model PDS_1000/He" der Firma Bio-Rad (Miinchen, BRD) verwendet.
Zur Vorbereitung des Partikelbeschusses wurden diese autoklaviert. Die Kammer selbst
wurde direkt vor und nach jeder Benutzung mit einem Ethanol (70 % V/V)-Spray
desinfiziert.

Nach Positionierung einer "Macrocarrier'-Membran (Cat. No. 1652335) in einem
"Macrocarrierholder" (Cat. No. 1652322) wurden auf diese 20 pl Goldsuspension (siehe
oben) aufgebracht und trocknen gelassen. Wahrenddessen wurde eine 1100 psi
"rupture disc" (Cat. No. 1652329) eingebaut sowie ein "stopping screen" (Cat. No.
1652336) in der Beschussanordnug positioniert. Nach Trocknung der Suspension wurde
der Macrocarrier umgedreht (angetrocknete Partikel nach unten) und auf der Beschuss-
anordnung positioniert. Nach VerschlieBen der Anordnung mit dem "Macrocarrier Cover
Lid" wurde diese in den obersten Einschub der Kammer geschoben ("gap" 2,5 cm). Die
gedffneten Petrischalen mit den Keimwurzeln wurden auf dem untersten Einschub der
Kammer positioniert (Zielabstand 12 cm). Die Kammer wurde verschlossen und
evakuiert (Vakuum 91.4 — 94.8 kPa). Der Heliumdruck wurde auf 1300 psi am Flaschen-
ventil eingestellt. Sobald der erforderliche Unterdruck in der Kammer erreicht war,
wurde der Vakuumschalter auf die "Hold" Position gestellt und das Bombardement aus-
gelost ("Fire"-Schalter). Nach Beliftung der Kammer wurde die Petrischale mit den
Proben sofort verschlossen und mit "Parafilm® M" (Cat. No. H666, Carl Roth, Karlsruhe,
BRD) versiegelt. Alle Zubehorteile (bis auf den "Macrocarrier Cover Lid") wurden fir
einen weiteren Beschuss ausgetauscht.

2.4.3 Uberpriifung des Transformationserfolges und der Wirkung auf die
Alkaloidbiosynthese

2.4.3.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Zwei bis vier Tage nach der biolistischen Transformation wurden die Keimwurzeln in den
verschlossenen Schalen fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dazu kam ein Eclipse 50i
Mikroskop (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA) mit Intensilight-Lichtquelle zum
Einsatz. Es war mit einem Planchromat 4-fach Objektiv sowie den Fluoreszenzfilter-
kombinationen: a) Aex: 482 nm; Agm: 520 nm und
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b) Aex: 472 nm; Agm: 496 nm LP ausgestattet.

Dabei wurde die Filterkombination b) fiir das Auffinden von GFP-typischer Fluoreszenz
benutzt, wahrend die Kombination a) zudem die Detektion von Benzo[c]phenanthridin-
typischer Fluoreszenz erlaubte. Mithilfe der Software "Image Pro Plus" Ver.: 6.2 (Media
Cybernetics Inc., Bethesda, MD, USA) konnten Uber eine angeschlossene CCD-Kamera
(Progressive 3, SONY, Tokyo, Japan) mikroskopische Bilder aufgenommen, gespeichert
und analysiert werden. Es fiel auf, dass auch bei unbehandelten Kontrollkulturen der
Eschscholzia-Keimwurzeln teilweise eine griine Fluoreszenz zu beobachten war. Diese
konnte jedoch mithilfe der verwendeten Filterkombination b) von der genuinen GFP-
Fluoreszenz getrennt dargestellt werden [Abb. 2-20].

A--
B--

Abb. 2-20 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Keimlingen.
A: 7d alter Keimling von Nicotiana benthamiana, Mutante mit konstitutiver Expression von GFP (zur

Verfligung gestellt von Fr. Dr. Hause, IPB Halle)
B: 7d - Keimling von Eschscholzia californica (WT, ohne GFP-Transformation)
Die linke Spalte zeigt die Aufnahme mit Filterkombination a) (siehe Text), rechte Spalte die gleiche
Aufnahme mit Filterkombination b). Die Anzucht der Keimlinge erfolgte unter identischen Bedingungen
(siehe 2.4.2.1).

2.4.3.2 Analyse transformierter Keimwurzeln mittels PCR

Als weitere Moglichkeit zur Untersuchung der genetischen Verdnderungen in den
Keimwurzeln nach biolistischer Behandlung (siehe 2.4.2.2) diente die PCR. Diese wurde
im Prinzip wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben durchgefiihrt, jedoch mit einigen
Abweichungen.
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Aus den beschossenen Kulturen (mit und ohne RNAi-Konstrukt) wurden Wurzeln
entnommen, schockgefroren und ihre RNA isoliert (siehe 2.3.1.4). Die isolierte RNA
diente anschlieBend als Template fiir eine Reverse Transkriptase Reaktion (RT-Reaktion)
(siehe 2.3.2). Dafiir wurden vorher die Konzentrationen der isolierten RNA bestimmt
(siehe 2.3.3) und jeweils gleiche RNA-Mengen fiir die RT-Reaktion eingesetzt. Die so
erzeugte DNA wiederum diente dann als Template fir die PCR. Jeweils gleiche Mengen
RT-Reaktionsprodukt (enthalt RNA/DNA-Hybrid) wurden als Template eingesetzt.

Um anschlieend von der Starke einer Bande im Agarosegel auf die zuvor vorhandene
Templatemenge schlieBen zu kénnen, musste eine Zyklenzahl fiir die PCR gewahlt
werden, die nicht im Sattigungsbereich liegt. Aus diesem Grund wurden die PCR-
Experimente mit verschieden Zyklenzahlen (10 — 30) durchgefiihrt. Es wurden die in Tab.
2-4 aufgefiihrten Primer verwendet, die alle jeweils ein Produkt von 225 bp bis 262 bp
liefern sollten. Die Probenansatze wurden in 0,2 ml ReaktionsgefaRen vermischt und
waren wie folgt zusammengesetzt:

Template (RT-Reaktionsprodukt, bzw. A.bd. als negativ Kontrolle) 1 pl

Vorwartsprimer (10 pmol/ul) 2 ul
Rickwartsprimer (10 pmol/pul) 2 ul
PCR Master Mix (Cat. No. M750B, Promega, Madson, WI, USA) 10 ul
autoklaviertes A.bd. zu 20 pl
Name Sequenz

Gap_real_for 5'-acg aca gtg tcc acg gtc aat g-3'

Gap_real_rev 5'-aac atg ggt gca tcc ttg ctg-3'

actin_f4 5'-tgt tct cct cac tga agc ccc t-3'

actin_r2 5'-gca agg tcg aga cgt agg att gca-3'

tubulin_f5 5'-tgt ctt ccc atc acc caa ggt ttc tg-3'

tubulin_r3 5'-aca gcg agt ttc cgt agg tca gag-3'

BBE_f6 5'-act cgg att tac ggc tgg ttg g-3'

BBE r15 5'-gca taa att gca ccc cag aca cca-3'

Tab. 2-4 Fir die Analyse transformierter Keimwurzeln verwendete PCR-Primer.

Zur Durchfiihrung der PCR wurden die ReaktionsgefdlRe in einem "Mastercycler
Gradient" (Eppendorf, Hamburg, BRD) Thermocycler positioniert und die Reaktion mit
folgenden Einstellungen gestartet:

Initialdenaturierung 95 °C 3 min
Denaturierung 95 °C 30s
Annealing 60 °C 30s 10-30x
DNA-Synthese 72 °C 30s
abschlielende DNA-Synthese 72 °C 2 min
Aufbewahrung 4°C o0,

Die PCR-Versuche wurden fir alle zu untersuchenden Gene simultan durchgefihrt, d.h.
bis auf Template (Kontrolle und RNAi-Konstrukt) und die jeweiligen Primerpaare [Tab.
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2-4] wurden alle Reaktionsgefiafe mit demselben "Mastermix" befillt und die Re-
aktionen gleichzeitig durchgefiihrt. Das war moglich, da alle dafiir nétigen Primer fir die
gleiche Annealingtemperatur designt waren und auch die zu erwartenden Produkte alle
in etwa die gleiche Grofle aufwiesen. Zur Auswertung wurden zu den 20 pl Proben
jeweils 2 ul DNA Ladepuffer gegeben, vorsichtig vermischt und das Gemisch komplett in
die Geltasche eines 2 % Agarosegeles (siehe 2.3.5) gegeben. Als GroRenstandard dienten
6 il "GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder" (Fermentas, St. Leon-Rot, BRD). Der Gellauf
wurde bei 140 V fur 30 min durchgefiihrt. Die Gele wurden anschlieRend auf einem UV-
Tisch ausgewertet und mit einer Digitalkamera (Camedia E-10, Olympus, Hamburg, BRD)
fotografiert. Zur Ermittlung der relativen Bandenintensitdt wurden diese Bilder unver-
andert mithilfe der Software "Optimas Version 6.2" (Optimas Corporation, USA) digital
quantifiziert. Fir Gel-zu-Gel-Vergleiche wurde jeweils mithilfe der 500 kb Bande des

Markers ein Korrekturfaktor bestimmt.

2.5 Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Cat. No. Lieferant
ABTS A1888 Sigma
ACN HN40 Roth
Agar 5210 Roth
Agarose 11397 Serva
Agarose (flr 11404 Serva
Elektrophorese)
Al(OH); 101091 Merck
APS 9592 Roth
Bromphenolblau 114391 Sigma
BSA 8076 Roth
CHAPS A1099 AppliChem
Chloroform 3313 Roth
Citronensaure 6490 Roth
DTE A1102 AppliChem
DTT A2948 AppliChem
EDTA (als Na,EDTA-2H,0) | A2937 AppliChem
EGTA (als Na;EGTA) E8145 Sigma
Essigsaure 3738 Roth
Ethidiumbromid 331565 Merck
Fast Green 21295 Serva
Ficoll400 F-4375 Sigma
Glucose 8337 Merck
Glycerol 23176 Serva
Glycin 23390 Serva
GSH 6382 Roth
H,0, 9683 Roth
Harnstoff 2317 Roth
Hefeextrakt 0127 Difco
HEPES HN78 Roth
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IAA A1666 AppliChem
Imidazol 26081 Serva
iso-Propanol 6752 Roth
Kaliumaspartat 11240 Sigma
Kaliumpyrophosphat 4250 Sigma

KCl 3582 AppliChem
KOH 1575 AppliChem
MES A0689 AppliChem
Methanol 4627 Roth
MgCl, 63068 Sigma
NacCl 3597 AppliChem
NaOH 9356 Roth
Natriumglutamat A0443 AppliChem
Natriumhypochloridlésung | 17159 Grissing
NH4HCO3 T871 Roth
Nigericin N7143 Sigma
PMSF 6367 Roth
Polyclar® AT 33162 Serva
Rotiphorese® Gel 30 3029 Roth

SDS 39574 Serva
Spermidin S 0266 Sigma
TEMED 2367 Roth

TFA 299537 Sigma
TRIS 37180 Serva
Trypsin T6567 Sigma
Trypton 8952 Roth
Tween® 20 A4974 AppliChem
XylencyanolFF 42135 AppliChem
B-Mercaptoethanol 42271 Roth
v-Aminocapronsaure 3113 Roth

Tab. 2-5 Verwendete Chemikalien und deren Bezugsquellen.

Sigma: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Eschenstr. 5, 82024 Taufkirchen bei Miinchen
Roth: Carl Roth GmbH + Co. KG, Schoemperlenstr. 3-5, 76185 Karlsruhe

Serva: SERVA Electrophoresis GmbH, Carl-Benz-Str. 7, 69115 Heidelberg

Merck: Merck KGaA, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt

AppliChem:  AppliChem GmbH, Ottoweg 4,64291 Darmstadt

Difco: Difco Laboratories GmbH, Ulmer Str. 160A, 86156 Augsburg

Grussing: Griissing GmbH Analytika, An der Bahn 4, 26849 Filsum

2.6 Liste der verwendeten Lésungen und Puffer

ABTS-Substrat:

Agarose Sealing

Solution:
APS Stlsg. 10 %:

Blot-Fixier-Puffer:
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Losung von 150 mg ABTS in 0,51 0,1 M Citronensaure. Der pH-
Wert wurde mit NaOH auf 4,35 eingestellt, die Losung zu 11 ml
aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

0,5 % Agarose, 0,001 % Bromphenolblau in Laufpuffer
100 mg APSin 1 ml A.bd.
10 %(V/V) Methanol, 7 %(V/V) Essigsaure in A.bd.
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Blotting Puffer 1:
Blotting Puffer 2:

Bromphenolblau
StlLsg. (1 %):

CaCly-Lsg.:

Denaturierungs-

Losung:
DNA Ladepuffer:

DTE StLsg. (0,5M):

Elicitor:

Elutionspuffer:

EtBr. StLsg:
Equilibrierungs-
puffer:

Extraktionsmittel:

Fast-Green:

Festmedium:

Gel-Fixier-Puffer:
Gel-Wasch-Puffer:
HEPES:

Keimwurzelmedium:

0,3 M TRIS, 20 %(V/V) Methanol in A.bd., pH = 10,4

25m M TRIS, 20 %(V/V) Methanol, 40 mM y-Aminocapronsaure,
0,01 % SDS in A.bd., pH = 10,4

50 mg Bromphenolblau 5 ml A.bd.
2,5 M CaCl; in sterilem A.bd.

1,5 M NacCl, 0,5 M NaOH in A.bd.

20 % Ficoll400, 0,1 M EDTA, 1% SDS, 0,25 % Bromphenolblau,
0,25 % XylencyanolFF in A.bd. pH 8.

39 mg DTE in 0,5 ml A.bd. Die Losung wurde aliquotiert zu 50 pl
und bei -20 °C gelagert.

Bei dem "Hefe-Elicitor" handelt es sich um eine wassrige Losung
einer Glycoprotein-Praparation aus Backerhefe (Schumacher, et
al., 1987). Es wurde eine Stammlosung der Konzentration
1 mg/ml verwendet.

5% TFA und 50 % ACN in A.bd.
10 mg/ml EtBr. in A.bd.

50 mM TRIS-HCI (pH 8,8), 30 % Glycerol, 2 % SDS, 6 M Harnstoff,
0,002 % Bromphenolblau in A.bd. Die Lésung wurde zu 10 ml
aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

36 mM HCl in Methanol

0,01 % Fast Green, 50 %(V/V) Methanol, 12 %(V/V) Essigsaure in
A.bd.

15 g Agar in 1 | LB-Medium

40 %(V/V) Methanol, 7 %(V/V) Essigsaure in A.bd.

10 %(V/V) Methanol, 7 %(V/V) Essigsaure in A.bd.

60 mM HEPES in LS-P 50 %, angegebene pH-Werte wurden mit
KOH
Celluloseacetat-Membranfilter, Porengréfe 0,2 um (Sartorius
Stedim, Aubagne, Frankreich) filtriert und 20 min bei 121 °C mit
gespanntem Wasserdampf sterilisiert.

eingestellt. Die Losungen wurden ({iber einen

Der fir die Anzucht der Keimwurzeln verwendete Agar modifi-
ziert nach Murashige & Skoog (1962) war wie folgt zusammen-

gesetzt:

NH;NO; 1650 mg/I (20,6 mM)
KNO; 1900 mg/I (18,8 mM)
CaCl,-2H,0 439 mg/I (3,0 mM)
MgSO,-7H,0 370 mg/| (1,5 mM)
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Laufpuffer:

LB-Medium:

LS-Medium:
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KH,PO, 170 mg/I (1,25 mM)
H3;BO; 6,2 mg/l (100,0 uMm)
MnSO4-H,0 16,9 mg/| (100,0 uMm)
ZnS0O4-7H,0 8,6 mg/I (30,0 uM)
KI 0,83 mg/I (5,0 um)
Na,Mo0O,:2H,0 0,25 mg/I (1,0 um)
CuS0,4-5H,0 0,025 mg/I (0,1 um)
CoCl,-6H,0 0,025 mg/I (0,15 uM)
Na,EDTA-2H,0 74,4 mg/| (0,2 mM)
FeS0O,:7H,0 27,8 mg/I (0,1 mM)
Na,Mo0O,:2H,0 0,25 mg/I (1 um)
Thiamin-HCI (Vitamin B1) 0,4 mg/I (1,2 um)
myo-Inosit 100,0 mg/I (0,55 mM)
Agar 10,0 g/I

Die Substanzen wurden in A.bd. gelost. Der Losung wurde zudem
noch 1 pg/l Endkonzentration Elicitor zugesetzt. Vor der Zugabe
des Agars wurde die Lésung mit KOH auf einen pH-Wert von 6,0
eingestellt. Nach erfolgetem Agarzusatz wurde sie 20 min bei
121 °C mit gespanntem Wasserdampf sterilisiert. Das noch
flissige Medium wurde unter keimfreien Bedingungen in
Petrischalen (@ 8 cm) gegossen und diese nach Erkalten und
Erhdrten des Mediums mit "Parafiim® M" (Cat. No. H666, Carl
Roth, Karlsruhe, BRD) versiegelt.

Die Losung aus 0,25 M TRIS, 2,5 M Glycin und 1 % SDS (pH = 8,8)
wurde vor dem Gebrauch 10-fach mit A.bd. verdiinnt.

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, in A.bd. (zudem
wurden u.U. die Antibiotika Kanamycin (LB-Kan) zu 50 pug/ml bzw.
Spectinomycin (LB-Spec) zu 100 pg/ml zugesetzt, um ent-
sprechende Selektionsmedien herzustellen).

Das Nahrmedium modifiziert nach Linsmaier & Skoog (1965) war
wie folgt zusammengesetzt:

NH4NO3 1650 mg/| (20,6 mM)
KNO; 1900 mg/I (18,8 mM)
CaCl,-2H,0 439 mg/| (3,0 mM)
MgS0,4-7H,0 370 mg/I (1,5 mM)
KH,PO, 170 mg/| (1,25 mM)
H3BO; 6,2 mg/| (100,0 uM)
MnSQ4-H,0 16,9 mg/| (100,0 uM)
ZnS0,4-7H,0 8,6 mg/I (30,0 uM)
KI 0,83 mg/I (5,0 uMm)
Na;Mo0,-2H,0 0,25 mg/I (1,0 um)
CuS04-5H,0 0,025 mg/I (0,1 um)
CoCl,-6H,0 0,025 mg/I (0,15 uM)
Na,EDTA-2H,0 74,4 mg/| (0,2 mM)
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LS-P 75 %:
LS-P 50 %:
Lysispuffer:

MOAC-
Elutionspuffer:

MOAC-

Inkubationspuffer:

Neutralisierungs-

l6sung:
Nigericin StLsg.:

Nigericinpuffer:

Nigericinwasch-
puffer:

primary wash
buffer:

Rehydratationspuffer:

Sammelgelpuffer:
SDS/DMF-Ldsung:

FeSO4:7H,0 27,8 mg/l (0,1 mM)
Thiamin-HCI (Vitamin B1) 0,4 mg/l (1,2 uM)
2,4-Dichlorphenoxyessigsdure 0,22 mg/I (1,0 uM)
Naphthylessigsaure 0,186 mg/I (1,0 uM)
myo-Inosit 100,0 mg/I (0,55 mM)
Saccharose 30 g/l (87,6 mM)

Die Substanzen wurden in A.bd. gelost. Die Losung wurde mit
KOH auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt und 20 min bei 121 °C
mit gespanntem Wasserdampf sterilisiert.

Die Zusammensetzung entspricht der des LS-Mediums, jedoch
ohne KH,PO,4. Der pH-Wert wurde hier mit KOH auf einen Wert
von 5,5 eingestellt.

75 %ige Verdiinnung von LS-P in A.bd.

50 %ige Verdiinnung von LS-P in A.bd.

50 mM TRIS-HCI, 5 mM DTE, 10 mM GSH, 20 mM KCIl, 2 mM
EDTA, 2mM EGTA, 1 mM PMSF, 4 mM NaF, 4 mM NaVOy,,
15 %(m/V) Saccharose, 1%(m/V) Polyclar® AT, 1x Protease
Inhibitor Cocktail Set (Cat. No. 539131, Calbiochem) in A.bd. pH
7,5

100 mM Kaliumpyrophosphat, 8 M Harnstoff in A.bd.

30 mM MES, 20 mM Imidazol, 0,2 M Kaliumaspartat, 0,2 M
Natriumglutamat und 0,25 % CHAPS in A.bd.

1,5 M NacCl, 0,5 M TRIS-HCI pH 7,4
4 mM Nigericin in Ethanol p.a.
In eine Losung von 20 mM Na-MES in A.bd. pH 5,5 wurde direkt

vor Benutzung Nigericin StLsg. zu einer Endkonzentration von
4 uM Nigericin gegeben.

20 mM K-MES, 50 mM KCl in A.bd. pH 7,5

2 M Harnstoff, 0,1 %(m/V) SDS, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,,
0,2 %(m/V) "Blocking reagent" (aus Cat. No. RPN3681, GE-
Healthcare, Freiburg, BRD), 50 mM Natriumphosphat pH 7,0 ein-
gestellt mit NaOH in A.bd.

8 M Harnstoff, 2 %(m/V) CHAPS, 1,5 %V/V Servalyte™ (Cat. No.
42903, 42905, 42940, 42948 oder 42949 (je nach erforderlichem
pH-Intervall), Serva, Heidelberg, BRD), 0,002 % Bromphenolblau
in A.bd. Die Losung wurde zu je 1 ml aliquotiert und bei -20 °C ge-
lagert. Direkt vor der Benutzung kamen noch 2,8 mg DTT pro 1 ml
hinzu.

0,5 M TRIS-HCL pH 6,8 und 0,4 % SDS in A.bd.
Mischung aus gleichen Teilen 40 % SDS in A.bd. und DMF
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SDS Probenpuffer:

SDS StLsg. (20 %):
secondary wash

buffer (20x):
SOC-Medium:

Spermidin Lsg.:
SSC (20x):
SSPE (20x):

Storage Solution:
TAE-Puffer:

TBS:
TBS-T:
Trenngelpuffer:

Trypsin-Puffer:

Verdaupuffer:
Waschldsung:
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Eine Mischung aus 300 ul Sammelgelpuffer, 300 ul SDS-Stlsg.
(20 %), 40 ul DTE StLsg. (0,5M), 400 ul Glycerol und 10 pl Brom-
phenolblau StLsg. (1 %) wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefal}
vermengt. Der Puffer wurde gekihlt (4°C) gelagert und nicht
langer als 1 Woche verwendet.

50 g SDS in 250 ml A.bd.

2 M NaCl, 1 M TRIS-HCI, pH 10,0 in A.bd.

Die Losung von 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 8,5 mM NaCl,
2,5 mM KCl, 10 mM MgCl, in A.bd. wurde 20 min bei 121 °C mit
gespanntem Wasserdampf sterilisiert und 98 ml in keimfreier
Umgebung mit 2 ml sterilfiltrierter 1 M Glucoseldsung versetzt.

0,1 M Spermidine in sterilem A.bd.
3 M NacCl, 0,3 M Natriumcitrat in A.bd. pH 7,0 eingestellt mit HCI.

3 M NaCl, 0,2 M NaH,PQ4, 0,02 M EDTA, pH 7,4 eingestellt mit
NaOH.

375 mM TRIS-HCl, 0,1 % SDS in A.bd. pH 8,8

Die Lésung von 2 M TRIS und 100 mM EDTA wurde mit Essigsdaure
auf einen pH von 8,5 eingestellt und vor der Benutzung 50-fach
verdiinnt.

20 mM TRIS-HCI pH 7,6, 0,65M NaCl in A.bd.

0,05 % Tween® 20 in TBS

1,5 M TRIS-HCI pH 8,8 in A.bd.

0,2 pg/plin 1 mM HCI

9 % ACN in 25 mM NH4HCO3 in A.bd.

25 mM NH4HCO3 in A.bd. zu gleichen Teilen mit ACN gemischt
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Validierung von Methoden zur Generierung artifizieller pH-shifts

Wie unter 1.2 beschrieben, spielt der cytosolische pH-shift eine entscheidende Rolle im
Signalweg zur Auslosung der Alkaloidbiosynthese. Es ist zudem gezeigt worden, dass bei
solchen pH-Signalen das raumliche und zeitliche Verteilungsmuster sowie das Ausmal}
der Ansauerung entscheidend fiir die Interpretation des Signals von der Zelle sind
(Lapous, et al., 1998; Roos, 2000; Roos, et al., 2006; Viehweger, et al., 2006). Um pH-
Signale zur Genexpression reproduzierbar auslésen zu konnen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein Verfahren zur experimentellen Erzeugung solcher pH-shifts erarbeitet. Dabei
sollten insbesondere Ausmal® und Dauer der cytosolischen Ansduerung steuerbar sein.
Zwei Methoden erwiesen sich fiir diese Zwecke als geeignet.

3.1.1 Die Nigericin-Methode

Das Polyether-Antibiotikum Nigericin ist in der Lage, lipophile, in Membranen in-
serierende Komplexe als "Carrier" fur Alkali-Kationen zu bilden. Dabei besteht eine hohe
Selektivitat vor allem fiir K und fiir Protonen bzw. deren hydratisierte Spezies. Die Kom-
plexbildung erfolgt durch Bindung des Kations an die freie Carboxylgruppe sowie durch
elektrostatische Wechselwirkungen mit weiteren nucleophilen Zentren des Molekiils
[Abb. 3-1]. Auf diese Weise bewirkt Nigericin einen Austausch von H* und K durch
biologische Membranen, gemaR ihres jeweiligen Konzentrationsgefalles (Schaller, et al.,
2000).

Abb. 3-1 Struktur des Nigericin-Kalium-Komplexes.

Aufgrund dieses Wirkmechanismusses war es moglich, in einem Zwei-Schritt-Verfahren
die cytosolische Protonenkonzentration zunachst zu erhéhen und anschlieBend wieder
zu normalisieren. Dazu wurde das an der Plasmamembran wirkende Konzentrations-
gefille von K" und H* jeweils umgekehrt und damit die Richtung der Protonenfluxe ver-
andert. Geschwindigkeit und AusmaR der pH-Anderung des Cytoplasmas konnten durch
die AuBenkonzentrationen dieser Kationen reguliert werden (Buchheim, 2004). Dabei
spielte auch die eingesetzte Nigericinkonzentration (und die damit erzeugte Anzahl der
Poren pro Zelle) eine wesentliche Rolle. Zur Uberpriifung wurde der pH-shift mithilfe der
konfokalen pH-Topografie verfolgt (Angelova, et al., 2010).
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A - Alkaloidzuwachs in 24 h (100 % = 2,9 ug/Mio Zellen)

B - pH Verteilung in Vakuole und Cytoplasma zweier Zellen wéhrend der Nigericinbehandlung
(Quelle: Angelova, et al., 2010)

Abb. 3-2 Auslosung der Alkaloidbiosynthese in Kulturen von Eschscholzia californica; Vergleich Nigericin-
Methode mit Hefeelicitor.

Der pH-Verlauf und die resultierende Uberexpression der Alkaloidbiosynthese sind in
Abb. 3-2 dargestellt. Daraus geht hervor, dass sich mithilfe der Nigericin-Methode in
Zellsuspensionen von Eschscholzia californica Alkaloid-Antworten im Bereich von 75 % —
90 % der durch niedrige Elicitorkonzentrationen auslésbaren Alkaloidbildung erreichen
lassen.

3.1.2 Die Puffer-Methode

Eine weitere Moglichkeit, die Protonenkonzentration im Cytoplasma zu erhéhen, be-
steht in der Behandlung der Zellen mit externen Puffern in hoher Konzentration (80 —
120 mM) und relativ basischen pH (Armero, et al., 2001). Bei dieser Methode wird die
Tatsache ausgenutzt, dass die Zellen einen unphysiologisch hohen Umgebungs-pH-Wert
durch Ansduerung des Aulenmediums auszugleichen versuchen. Da die dafir
notwendigen Protonen aus der Vakuole stammen, miissen diese zunadchst das Cyto-
plasma passieren, was zwischenzeitlich zu dessen Ansduerung flihrt. Unter geeigneten
Bedingungen wurde sowohl diese Ansduerung mikroskopisch nachgewiesen als auch der
Effekt auf die Alkaloidbildung in Suspensionskulturen gezeigt (Roos, et al., 2006;
Viehweger, et al., 2006). Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass zur Auslosung
gut messbarer Alkaloid-Antworten in den Suspensionskulturen noch wesentliche Opti-
mierungsschritte erforderlich waren. Die Starke des pH-Signals lasst sich hier Gber den
pH-Wert des Puffers im AuRenmedium steuern, und die Lange das Signals ist Gber die
Inkubationszeit und Waschprozedur (siehe 2.1.2; [Abb. 3-3]) variierbar.

Das Ergebnis eines abschlieBend zur Validierung dieser Methode durchgefiihrten Ex-
perimentes zeigt Abb. 3-4. Mithilfe der Puffer-Methode konnte eine reproduzierbare
Uberproduktion von Alkaloiden im AusmaR von 80 % —95% der Wirkung niedriger
Elicitorkonzentrationen erreicht werden.
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A - Verwendung verschiedener pH-Werte (Inkubationszeit 45 min; 100 % = 4,8 ug/Mio Zellen)
B - unterschiedliche Inkubationszeiten (pH-Wert 7,5; 100 % = 4,6 pg/Mio Zellen)

Abb. 3-3 Optimierung der Parameter der Puffer-Methode.
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A - Alkaloidzuwachs in 24 h (100 % = 4,5 ug/Mio Zellen)

B - pH Verteilung in Vakuole und Cytoplasma zweier Zellen wahrend der Pufferbehandlung
(Quelle: Viehweger, et al., 2006)

Abb. 3-4 Auslosung der Alkaloidbiosynthese in Kulturen von Eschscholzia californica; Vergleich Puffer-
Methode mit Hefeelicitor.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mit beiden Methoden eine in etwa gleiche
Qualitat des kinstlichen pH-Signals erreichbar ist. Der Vorteil der Nigericin-Methode be-
steht darin, dass sie etwas schneller durchzufiihren ist und der cytosolische pH-Wert sich
in alle Richtungen beeinflussen lasst. Die Puffer-Methode ist etwas einfacher in der
Handhabung und mit geringeren Materialkosten verbunden. Aus diesem Grund wurde
fir die 2D-Elektrophorese-Projekte (siehe 2.2.5) diese Methode gewihlt.
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3.2 Nachweis selektiver Proteinphosphorylierungen als Element des Signal-
transfers zur Auslosung der Alkaloidbiosynthese

In der Vergangenheit fanden sich bereits Hinweise darauf, dass die selektive Phospho-
rylierung von Proteinen ein wesentlicher Schritt des Signaltransfers vor der Uber-
produktion der Benzo[c]phenanthridine in Eschscholzia californica ist (Evers, 2003). Zu
Beginn der hier dargestellten Arbeiten boten sich mehrere experimentelle Methoden
zum Nachweis von Veranderungen des Phosphorylierungsgrades bestimmter Proteine
an. Die wesentlichen Alternativen waren:
a) Der immunologische Nachweis phosphorylierter Aminosduren innerhalb
bestimmter Proteine und
b) die selektive Anfarbung phosphorylierter Proteine mit niedermolekularen
Fluoreszenz-Farbstoffen.
Im Folgenden wurden beide Verfahren auf ihre Anwendbarkeit im Rahmen der
Expression des Alkaloidstoffwechsels in Eschscholzia-Kulturen geprift.

3.2.1 Immunologischer Nachweis der Proteinphosphorylierung

Sven Evers (2003) hatte gezeigt, dass der Phosphorylierungsgrad bestimmter Protein-
banden an Tyrosin durch Elicitor-Einwirkung verandert wird [Abb. 3-5 A]. Der Nachweis
der Protein-Tyrosin-Phosphorylierung erfolgte hier mithilfe des monoklonalen Anti-
korpers "PY99" (Cat.No. sc-7020, Santa Cruz Biotechnololgy, USA).

31.0

E B ' k — Kontrollsuspension (unbehandelte Zellen)
215 e — elicitierte Zellsuspension

A e o
144 o 0; 20; 60; 240 — Minuten nach Elicitierung

A
10 k20 k240 €20 e60 €240
kDa 1‘ 2 3 = 5 6
Probenentnahme: 1 - 0 min
970 5 10 mi
66.0! i min
450 3 - 20 min
o 4 - 30min
30008 5 - 50min
6 - 120 min
201 nach Elicitierung.
B 14.4 TN Alkaloidzuwachs in 24h: 5,2 ug/Mio Zellen

A — Quelle: Evers 2003
B — Buchheim 2004

Abb. 3-5 Nachweis der Protein-Tyr-Phosphorylierung nach Elicitierung.
Westernblot auf NC-Membran nach mini SDS-PAGE der |6slichen Proteinfraktion von Eschscholzia

californica Kulturen.
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Dieses Ergebnis liel sich unter den Bedingungen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
reproduzieren [Abb. 3-5 B]. Es ist denkbar, dass
a) Veranderungen des Phosphorylierungsmusters, die nicht direkt mit der
Elicitierung der Alkaloidbiosynthese in der Zellkultur verbunden sind, fir diesen
Unterschied verantwortlich sind, oder
b) Veranderungen der Epitop-Spezifitdit der verwendeten Antikorper-Charge, die
seitens des Herstellers an einem Testantigen tierischen Ursprungs gepruft wird.
Flr die unter a) gegebene Erklarung spricht, dass in den Arbeiten von Evers (2003) die
0.g. Phosphorylierung auch unter Bedingungen detektiert werden konnte, die keine von
der Vakuole ausgehenden pH-Signale erméglichen, etwa nach Ausschaltung des H'-
Gradienten am Tonoplasten mit Methylamin (siehe Dissertation S. Evers 2003, S. 63). Fir
die Variante b) spricht, dass auch in unserem Labor mehrere kommerzielle anti-TyrP-
Antikorper verschiedene TyrP enthaltende Testpeptide [Abb. 3-6] nicht detektierten.

Ac-lle-Tyr-Gly-Glu-Phe-NH, H-Thr-Ser-Thr-Glu-Pro-GIn-Tyr-GIn-Pro-Gly-Glu-Asn-Leu-OH

®

Peptid | (MW: 748,73 Da) Peptid Il (MW: 1543,5 Da)

Abb. 3-6 Phosphotyrosin Testpeptide.
Zur Uberpriifung der Spezifitit von Antikérpern wurden diese Testpeptide, die sich in der Flankierung ihres
TyrP-Restes unterscheiden, in ELISA Experimenten verwendet.

Fiir den Antikorper "PY-99" stellt der Tyrosinphosphatrest zwar eine notwendige jedoch
keine hinreichende Voraussetzung fiir die Erkennung als Antigen dar. So ist er nicht in
der Lage, das phosphathaltige Peptid | zu detektieren, bindet aber an das Peptid Il nur
wenn dieses auch den Tyrosinphosphatrest enthalt. [Abb. 3-7].

1400
£ 1200 - ELISA Platten, mit 3,5 pg/ml Testpeptid gecoatet
c prim. Antikorper: "PY99" (Cat.No. sc-7020)
n
= 1000 sek. Antikorper:  goat anti-mouse IgG-HRP
'g 800 (Cat.No. sc-2031)
S 600 beide Santa Cruz Biotechnology, USA
2
5 400
a
< 200

o | mim W _ mm

nK PI PIl PII(-PO4)

Abb. 3-7 ELISA-Test der Spezifitat das Antikorpers "PY-99".
(nK: negativ-Kontrolle, P I: Peptid I, P Il: Peptid Il, P Il (-PO4): phosphatfreies Peptid Il)

Diese extrem hohe Spezifitat ist ein bekanntes Problem besonders bei der Verwendung
monoklonaler Antikorper. Vermindert bzw. vermieden werden kann es u.U. durch die
gleichzeitige Verwendung mehrerer Antikorper mit leicht unterschiedlichen Spezifitdten.
Das "Phosphotyrosine Detection Kit" (Cat.No. 0703/PTYR-KIT, nanoTools, Teningen, BRD)
enthdlt sieben monoklonale Anti-TyrP-Antikorper verschiedener Spezifititen. Das
Resultat eines vergleichend zum "PY99" Klon durchgefiihrten ELISA Experimentes mit
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diesen Antikdrpern zeigt Abb. 3-8. Leider konnte auch hier nur festgestellt werden, dass
keines der beiden Peptide | + Il fir diese Antikdrper ein hinreichendes Antigen darstellt.

1200
1000
800
600
400 EPI
200 =PI

@ nK

Absorption bei 405 nm

0 -
1F9 2A5 2C8 3B12 9F1 9H8 16F4 PY99
primarer Antikérper

sek. Antikorper:  goat anti-mouse IgG-HRP
Abb. 3-8 Grafische Darstellung der Absorptionswerte nach ELISA.
(nK: negativ-Kontrolle, P I: Peptid I, P Il: Peptid II)
Offenbar spielt bei der immunologischen Detektion von Phosphoproteinen mit
monoklonalen Antikorpern die jeweilige Umgebung der phosphorylierten Aminosaure
(Tyr, Ser, Thr) eine entscheidende Rolle. Deshalb erschien die immunologische Detektion
von Phosphoproteinen fiir die Zielstellungen dieser Arbeit als ungeeignet.

3.2.2 Nachweis von Proteinphosphorylierungen durch Fluoreszenzfirbung

Mit dem Fluoreszenzfarbstoff "ProQ® Diamond" von Molecular Probes (Invitrogen,
Karlsruhe, BRD) ist es moglich, Phosphoproteine selektiv anzufarben. (siehe 2.2.8). Die
so identifizierten Proteinspots kdénnen anschlieBend mit dem Fluoreszenzfarbstoff
"Sypro® Ruby" desselben Herstellers gefarbt werden, um sie danach einer MS-basierten
Sequenzierung zu unterziehen. Zur Anwendung dieses Verfahrens auf das Phos-
phorylierungsmuster der l6slichen Eschscholzia-Proteine erwiesen sich im Rahmen
dieser Arbeit einige Optimierungsschritte als notwendig. Das wesentliche Resultat des
Optimierungsprozesses ist ein Verfahren zur Blotfarbung auf NC-Membran mit an-
schlieBender Blockierung der freien Proteinbindungsstellen (siehe 2.2.8.3).

3.3 Anderung des Phosphoproteinmusters nach Elicitorkontakt oder pH-shifts

Die bisher beschriebenen Verfahren wurden bei der Analyse des Phosphorylierungs-
zustandes der l6slichen Proteine aus elicitierten Kulturen zusammengefiihrt. Die nach
der 2D-Elektrophorese (siehe 2.2.5) erhaltenen Phosphoproteinmuster wurden
digitalisiert und mithilfe der Software "Delta 2D" quantifiziert (siehe 2.2.10). Tab. 3-1
zeigt ein typisches Ergebnis dieses Verfahrens.
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Kontrolle
Spot %Volume median rsd ratio t-test

Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 4
pElul 0,05923 | 0,07840| 0,10349| 0,13989| 0,09095| 31,67838
pElu2 0,18938 | 0,24407| 0,31665| 0,11091| 0,21673| 34,97314
pE1/E50ul 0,20537| 0,16270| 0,10851| 0,08432| 0,13561| 33,60130
pE1/E50/pHul | 0,28703| 0,17912| 0,32747| 0,46268| 0,30725| 32,31640
pE50u1 0,31014| 0,60920| 0,53710| 0,28100| 0,42362| 32,57370

niedrige Elicitor Konzentration

Gel 5 Gel 6 Gel 7 Gel 8
pElul 0,35887 | 0,19686| 0,45355| 0,57151| 0,40621| 34,68296 | 4,4665| 97,9781
pElu2 0,55257| 0,42062| 0,83329| 0,89456| 0,69293| 28,95932 | 3,1973 | 96,2822
pE1/E50ul 0,60546 | 0,48990| 0,64375| 0,24273| 0,54768| 31,59072 | 4,0388 | 97,9819
pE1/E50/pHul | 1,51156| 0,84452| 0,65172| 0,79743| 0,82098 | 34,81300| 2,6720| 94,3127
pE50u1 0,76884 | 0,65641| 0,79100| 0,92562 | 0,77992| 12,17912| 1,8411| 92,7626

hohe Elicitor Konzentration

Gel 9 Gel 10 Gel 11 Gel 12
pElul 0,04019 | 0,18483| 0,32403| 0,05692 | 0,12088| 75,41666| 1,3291| 53,4555
pElu2 0,08356 | 0,20555| 0,51126| 0,22293| 0,21424| 61,35013| 0,9885| 40,4019
pE1/E50ul 0,70853 | 0,88766| 0,78745| 0,47088 | 0,74799| 21,55994 | 5,5159 | 99,4701
pE1/E50/pHul| 0,85734| 0,75168 | 1,28831| 0,82868| 0,84301| 22,50075| 2,7437| 98,4331
pE50u1 0,78781| 0,89040| 1,40763| 1,58818 | 1,14902| 28,88160 | 2,7124 | 95,1977

kiinstlicher pH-shift

Gel 13 Gel 14 Gel 15 Gel 16
pElul 0,22606 | 0,16090| 0,28141| 0,09347 | 0,19348| 36,95892 | 2,1274| 83,6671
pElu2 0,46309 | 0,19877| 0,66445| 0,35309 | 0,40809| 40,39077| 1,8830| 90,1836
pE1/E50ul 0,24289 | 0,21546| 0,43725| 0,24798 | 0,24544| 30,87002 | 1,8099 | 88,1342
pE1/E50/pHul | 1,20275| 1,79030| 1,11862| 1,19912| 1,20094 | 20,27514 | 3,9087 | 98,4615
pE50u1 1,18028 | 0,44391| 0,80010| 0,77452| 0,78731| 32,61185| 1,8585| 80,9667

Tab. 3-1 Auszug aus der exportierten "Quantitation Table" eines 2D-Projektes.
Grau unterlegte Werte erfillen die vorher festgelegten Kriterien flr einen verdnderten Phosphorylierungs-
status (siehe 2.2.10).
(%Volume: relatives Spotvolumen; median: Median der %Volumes eines Spots in der Gruppe; rsd: relative

Standardabweichung;

ratio: Verhdltnis median Probengruppe / median Kontrolle; t-test:

Irrtums-

wahrscheinlichkeit fiir die Annahme, dass die Stichproben aus der behandelten Gruppe und der Kontroll-
gruppe sich nicht signifikant unterscheiden.
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2D Auftrennung I6slicher Proteine aus Eschscholzia californica (Ausschnitt).

Medium: NC Membran Farbung: ProQ® Diamond
Fusionsimage (Union)

Abb. 3-9 Proteinspots deren Phosphorylierungsmuster sich abhangig von Elicitor- bzw. pH-Behandlung

andert.

Insgesamt konnten so fiinf Proteinspots gefunden werden, bei denen in drei unab-
hangigen Experimenten nach Behandlung mit niedrigen Elicitorkonzentrationen, hohen
Elicitorkonzentrationen oder kiinstlichen pH-shifts bei mindestens einer Behandlung in
jedem Experiment eine Erhohung des Phosphorylierungssignals ("ratio" > 2) sichtbar
wurde [Tab. 3-1; Abb. 3-9]. Die elektrophoretischen Parameter dieser Proteine sind in

Tab. 3-2 aufgefihrt.

Keines der mit "ProQ® Diamond" detektierbaren Proteine zeigte jedoch einen deutlichen
Abfall der Phosphorylierung. Geringere Veranderungen im Phosphorylierungsgrad sind
mit dem verwendeten Verfahren nicht nachweisbar bzw. statistisch nicht reproduzier-

bar.

Protein/Spot Mr IEP
pElul > 50 kDa = 6,3
pElu2 > 50 kDa = 6,1
pE1/E50ul < 30 kDa =5,1
pE1/E50/pHul | > 35 kDa =5,7
pE50ul <40 kDa =5,1

Tab. 3-2 Massen und IEP der ausgewahlten Proteine mit ansteigendem Phosphorylierungsgrad (s. Text).
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pElul und pElu2:

Sowohl die elektrophoretische Mobilitat [Tab. 3-2] als auch die Phosphorylierungsprofile
[Abb. 3-10; Abb. 3-11] dieser beiden Spots sind einander sehr dhnlich. Bei beiden Spots
ist auffdllig, dass ein deutlicher Anstieg des Phosphorylierungssignals nur bei geringen
Elicitorkonzentrationen nachweisbar ist. Ein dhnlicher Anstieg war auch nach den kiinst-
lichen pH-shifts festzustellen, wenn auch mit geringerer statistischer Sicherheit.
Dennoch lasst diese Ubereinstimmung vermuten, dass die Phosphorylierung nach dem
pH-Signal stattfindet. In beiden Fallen geschieht der Anstieg der Phosphorylierung vor
dem Hintergrund einer sehr geringen Proteinmenge, was auf eine grofRe Zahl von
Phosphatgruppen pro Molekil hinweist.

Nach Behandlung mit hohen Elicitorkonzentrationen zeigen diese Proteine ein deutlich
schwacheres Signal. Dies ist zunachst unerwartet, wenn man davon ausgeht, dass hohe
Elicitorkonzentrationen beide Signalwege (siehe 1.2) auslésen und diese voneinander
unabhangig ablaufen. Es ist jedoch bekannt, dass hohe Elicitorkonzentrationen zusatzlich
Elemente der Hypersensitiven Reaktion (HR) auslésen, was durch den Verlust von K*, die
Oxidation von Phenolen (Roos, et al., 1998) und den drastischen Abfall der mRNA
Population (Angelova, et al., 2010) gezeigt wurde. Eine Einwirkung von Phosphatasen
und/oder Proteasen im Zuge der HR kann daher nicht ausgeschlossen werden, lasst sich
aber aufgrund der sehr geringen Proteinmengen in diesem Fall kaum belegen.
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Abb. 3-10 Phosphorylierungsprofil von pE1ul.

Die Fehlerbalken stellen die SD der Quotienten ("ratios") aus den gemessenen Spotintensitdten dar (n = 3).
Die SD der Intensitaten lag jeweils unter 35 %, Daten mit groRerer Schwankungsbreite wurden von der
Analyse ausgeschlossen.
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Abb. 3-11 Phosphorylierungsprofil von pE1u2.

Die Fehlerbalken stellen die SD der Quotienten ("ratios") aus den gemessenen Spotintensitaten dar (n = 3).
Die SD der Intensitaten lag jeweils unter 35 %, Daten mit groRerer Schwankungsbreite wurden von der
Analyse ausgeschlossen.

pE1/E50ul:

Das Phosphorylierungssignal dieses Spots ist nach Einwirkung hoher Elicitor-
konzentrationen starker als bei den anderen Behandlungen [Abb. 3-12], wird also im
Gegensatz zu pElul und pElu2 nicht durch HR-assoziierte Reaktionen unterdriickt. Da
auch kleine Elicitorkonzentrationen, nicht aber kiinstliche pH-shifts, einen klaren Anstieg
auslosen, erscheint dieses Protein nicht essentiell fiir den LPC-ApH-Weg, aber als ein
Kandidat fir Stress-Abwehr-Proteine, die gemeinsam mit den Alkaloidbiosynthese-
enzymen Uberexprimiert werden (Angelova, et al., 2010).
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Abb. 3-12 Phosphorylierungsprofil von pE1/E50ul.
Die Fehlerbalken stellen die SD der Quotienten ("ratios") aus den gemessenen Spotintensitaten dar (n = 3).

Die SD der Intensitaten lag jeweils unter 35 %, Daten mit groRerer Schwankungsbreite wurden von der
Analyse ausgeschlossen.

pE1/E50/pHul und pE50ul:

Beide Proteine zeigen etwa gleiche Reaktionen auf alle drei Behandlungen [Abb. 3-13,
Abb. 3-14]. Damit entsprechen sie den Erwartungen fiir eine Phosphorylierung infolge
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des LPC-ApH-Weges. Protein pE1/E50/pHul wird insgesamt starker phosphoryliert als
pE50ul. Bei Letzterem liegen die Anstiege des Phosphorylierungssignals nach
Behandlung mit niedrigen Elicitorkonzentrationen und kinstlichen pH-shifts nur
geringfligig unter der hier vorgegebenen Schwelle von "ratio" > 2.
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Abb. 3-13 Phosphorylierungsprofil von pE1/E50/pHul.

Die Fehlerbalken stellen die SD der Quotienten ("ratios") aus den gemessenen Spotintensitdten dar (n = 3).
Die SD der Intensitdten lag jeweils unter 35 %, Daten mit gréRerer Schwankungsbreite wurden von der
Analyse ausgeschlossen.
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Abb. 3-14 Phosphorylierungsprofil von pE50ul.

Die Fehlerbalken stellen die SD der Quotienten ("ratios") aus den gemessenen Spotintensitdten dar (n = 3).
Die SD der Intensitaten lag jeweils unter 35 %, Daten mit gréRerer Schwankungsbreite wurden von der
Analyse ausgeschlossen.

Die Starke des durch den Farbstoff "ProQ® Diamond" messbaren Phosphorylierungs-
signals ist proportional zur Anzahl der vorhanden Aminosaurephosphate (Molekular
Probes®, ProQ® Diamond Phosphoprotein Gel Stain, Data-sheet, Revised 18-May-2010).
Diese Anzahl kann sowohl durch einen hoéheren Phosphorylierungsgrad des ent-
sprechenden Proteins als auch durch die Erhdhung der Menge dieses Phosphoproteins
(bei gleichbleibendem Phosphorylierungsgrad) gesteigert werden. Im Fall der flnf
ausgewahlten und beschriebenen Spots lasst sich eine Aussage, was tatsachlich zu der
Erh6hung des Signals beigetragen hat, nur schwer treffen. Das liegt vor allem daran, dass
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bei allen diesen Proteinen das Signal des Proteinfarbstoffs "Sypro® Ruby" sehr schwach
bzw. gar nicht messbar war und somit (wie oben bereits beschrieben) eine statistisch
gefestigte Aussage Uber die Zunahme der Proteinmenge mithilfe dieser Methode nicht
getroffen werden kann. Dennoch ist eine Erhohung der Proteinmenge durch eine
gesteigerte Genexpression in diesen Fallen unwahrscheinlich, da die Proben bereits
20 min nach der Behandlung entnommen wurden. Eine messbare Auswirkung
gesteigerter Genexpression liegt jedoch normalerweise im Bereich weniger Stunden.
Zudem bedeutet eine héhere Proteinmenge an der Position eines Phosphoproteinspots
nicht zwangslaufig, dass mehr Protein gebildet wurde, sondern lediglich, dass das
Phosphorylierungsgleichgewicht (katalysiert von Kinase(n) und Phosphatase(n)) zur
phosphorylierten Form verschoben wurde. Eine starke Phosphorylierung (eine solche ist
anzunehmen bei starken "ProQ® Diamond"- und schwachen "Sypro® Ruby"-Signalen)
fihrt aufgrund der Ladung der Phosphatreste zu einer Anderung des IEP und somit zu
einer Positionsverschiebung des entsprechenden Spots.

Es ist also wahrscheinlicher, dass die erhéhten Phosphorylierungssignale tatsachlich auf
gesteigerte Kinaseaktivitaten zuriickzufithren sind.

3.4 Identifizierung ausgesuchter Phosphoproteine

Die Identifizierung der Proteine, die ihren Phosphorylierungsstatus nach Elicitierung bzw.
kiinstlichem pH-shift andern (siehe 3.3), sollte mit massenspektrometrischen Verfahren
erfolgen (siehe 2.2.11). Damit diese Untersuchungen erfolgreich durchgefiihrt werden
konnen, ist es erforderlich, eine ausreichende Proteinmenge fiir die Analysen zu ge-
winnen und zudem die Kontamination mit Fremdprotein so gering wie moglich zu
halten. Da es sich bei Phosphoproteinen mit hoher Wahrscheinlichkeit um Signal-
proteine handelt, die haufig nur in sehr geringen Mengen vorhanden sind bzw. gebildet
werden, stellte diese Gewinnung einer ausreichenden Proteinmenge eine ungewo6hnlich
starke Komplikation dar. Tatsachlich waren die "Sypro® Ruby" Signale aller finf gefun-
denen Proteine (siehe 3.3) recht schwach (vergl. Abb. 3-16 A). Um dennoch eine aus-
reichende Proteinmenge gewinnen zu kénnen, standen drei Maoglichkeiten zur Erh6hung
der Ausbeute zur Verfligung:

Anreichern der Phosphoproteine vor der 2D-Trennung,
Aufladen der maximal moglichen Proteinmenge auf die IEF-Streifen und damit
auf die Gele sowie

3. "poolen" ausgeschnittener Spots aus mehreren Gelen.

3.4.1 Anreicherung der Phosphoproteine vor der 2D-Trennung

Die Anreicherung bzw. Abtrennung der Phosphoproteine aus komplexen Gemischen er-
folgte in der Vergangenheit meist durch Immunoprazipitation. Dieses Verfahren hat je-
doch zwei wesentliche Nachteile. Zum einen ist es recht teuer und zum anderen besteht
wiederum das Problem der Antikorperspezifitat (siehe 3.2.1).
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In letzter Zeit stehen zur Aufreinigung der Phosphoproteine diverse kommerzielle
Losungen zur Verfligung. Auch beschrieben Wolschin, et al. (2005) eine relativ einfache
und zudem kostengiinstige Methode zur Anreicherung von Phosphoproteinen und
-peptiden (MOAC) (siehe 2.2.3.1). Ein Vergleich dieser Methode sowie mehrerer
kommerzieller Kits wurde im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt (siehe 2.2.3), wobei die
von Qiagen angebotene Losung die beste Effizienz zeigte (vgl. z.B. [Abb. 3-15]).

Durch die Anwendung des "PhosphoProtein Purification Kit" (Qiagen, Hilden, BRD)
lieBen sich zumindest zwei (pE50ul, pE1/E50ul) der funf unter 3.3 beschriebenen
Proteine deutlich anreichern. Bei den restlichen drei Spots (pElul, pElu2,
pE1/E50/pHul) fand keine ausreichende Anreicherung statt bzw. fihrte die Verwendung
des Kits sogar zum Verlust des Signals [Abb. 3-16].

kDa 1 2 3 4 ) 6 1 2 3 4 5 6 7 kDa
rr ——— =
116,0 - —_— 4 &4 1160
66,2 — f
PR - - 66,2
45,0% g —
! v S 45 0*
35,0 —
d 23,6%
25,0 pa— o |
18.4 _"J
18,0
14,4 e - — 144
A I B

Abb. 3-15 SDS-PAGE zum Vergleich der Anreicherung von Phosphoproteinen durch MOAC und den
"PhosphoProtein Purification Kit" (Qiagen, Hilden). Die getrennten Proteine wurden auf NC Membranen
geblottet und gefarbt. A: mit "ProQ® Diamond, B: mit "Sypro® Ruby".

Spur 1,7:  phosphorylierte Markerproteine: Ovalbumin (45,0 kDa) B-Casein (23,6 kDa)

Spur 2: Totalprotein

Spur 3,4: Durchfluss und Eluat (Qiagen Kit)

Spur 5, 6, : Durchfluss und Eluat (MOAC)

Die Ursache dafilir ist hochstwahrscheinlich die extrem starke Bindung hochgradig
phosphorylierter Proteine an das Sdulenmaterial, was deren Eluierung problematisch
macht. Hinweise darauf fanden sich bereits bei Wolschin, et al., 2005. Dort war gezeigt
worden, dass das zweifach phosphorylierte Ovalbumin sich deutlich besser zuriick-
gewinnen lie als das a-Casein, das jeweils acht Phosphatreste trug. Da ein wesentlicher
Nachteil der Kits darin besteht, dass die Herstellerfirmen keine (oder nur sehr begrenzt)
Auskunft Gber die Funktionsprinzipien und die Chemikalienzusammensetzung geben,
lassen sich die Protokolle leider nur schlecht bzw. gar nicht fiir spezielle Einzelfille
optimieren.
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2D Auftrennung l6slicher Proteine aus Eschscholzia californica (Ausschnitt).
Medium: PA Gel Farbung: Sypro® Ruby
A - Totalprotein B - Phosphoprotein (Eluat des "PhosphoProtein

Purification Kit", Qiagen, Hilden, BRD)
Abb. 3-16 Anreicherung der Phosphoproteine

3.4.2 Aufladen der maximal moéglichen Proteinmenge auf die IEF-Streifen und
damit auf die Gele

Das Aufbringen einer maximalen Proteinmenge vor der 2D-Trennung zum Erreichen
einer hohen Proteinausbeute erscheint zunachst trivial. Jedoch ist eine optimale Be-
ladung der IEF-Streifen eine wichtige Voraussetzung fiir eine saubere Trennung. Ein
Uberladen fiihrt zu einer Reihe von Komplikationen, wie z.B. Ausféllung und damit ver-
bunder Coprazipitation von Proteinen und ihre daraus resultierende Immobilisierung.
IEF-Streifen mit kleineren pH-Intervallen haben i.d.R. eine hohere Ladekapazitat. Diese
resultiert aus der simplen Tatsache, dass weniger Proteine einer komplexen Mischung
ihren IEP innerhalb dieses kleineren Intervalls haben. Proteine, deren IEP auRerhalb des
Intervalls des Streifens liegt, bewegen sich an den Rand des Streifens. Auch hier kdnnen
sie ggf. ausfallen und spater "Streifen" auf dem Gel hinterlassen.

Es war also notwendig, ein pH-Intervall zu finden, in dem eine héhere Proteinbeladung
moglich ist, in dem moglichst viele der gewiinschten Proteine ihren IEP haben und das
trotzdem eine saubere Trennung gewahrleistet. Es stellte sich heraus, dass die Ver-
wendung von IEF-Streifen mit einem Intervall von 4 - 7 mit einer Proteinbeladung von
450 ug diesen Anforderungen am besten gerecht wird [Abb. 3-17].
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2D-Auftrennung l6slicher Proteine aus
Eschscholzia californica

Medium: NC-Membran

Farbung: Sypro® Ruby

A - pH-Intervall: 3-10 NL

Beladung: 240 ug Protein

B - pH-Intervall: 4-7

Beladung: 450 ug Protein

C - pH-Intervall: 3-5,6 NL

Beladung: 900 ug Protein

Abb. 3-17 Verwendung unterschiedlicher pH-Intervalle und Beladungen.

3.4.3 "Poolen" ausgeschnittener Spots aus mehreren Gelen

Die letzte Option, die Proteinmenge im Probenréhrchen fir die Massenspektrometrie zu
erhohen, ist das Vereinen ausgeschnittener Spots aus mehreren Gelen. Auch hier be-
steht nicht die Moglichkeit, beliebig viele Gelstlicke zu poolen um die gewiinschte
Proteinmenge zu erreichen, da mit jedem Gelstiick das Probenvolumen zu- und somit
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die Proteinkonzentration wieder abnimmt. Zudem wird die Kontaminationsgefahr mit
Fremdprotein erhéht.

In der Praxis erwies sich die Vereinigung von Gelstlicken aus drei bis maximal vier Gelen
als praktikabel.

Durch die Kombination aller drei Methoden (3.4.1, 3.4.2 und 3.4.3) zur Anreicherung,
gelang es, zumindest zwei der flnf Proteine in einer fliir massenspektrometrische Unter-
suchungen ausreichenden Menge zu gewinnen.

3.4.4 Die Identifizierung von pE1/E50ul

Durch massenspektrometrische Analysen, de novo-Sequenzierung und "Mascot" -Suche
mithilfe der ermittelten MS-Daten (siehe 2.2.11) wurden aus dem Spot pE1/E50ul
folgende Peptide identifiziert®:

Peptid | :DEIFCLFEGALDNLGSLK (Fragment von Peptid Il)
Peptid Il : SFAVKDEIFCLFEGALDNLGSLK
Peptid Il : SANEVMLVIEAYK
Peptid | Observed | Mr (expt) | Mr (calc) Delta | Miss | Score Expect
| | 1020,9039 | 2039,7933 | 2039,9874 - 0 70| 7,610
0,1941
Il | 858,4052 | 2572,1938 | 2572,2883 - 1 22 3,2
0,0945
1| 741,8718 | 1481,7290 | 1481,7435 - 0 92 6,2-10'6
0,0145

Tab. 3-3 Mascot Ergebnisse der gefundenen Peptide fiir pE1/E50ul.

(Observed: gemessenes Masse- Ladungsverhaltnis, Mr (expt): um die Ladung bereinigte gefundene Masse,
Mr (calc): theoretische Masse des angegebenen Peptids, Delta: Differenz aus Mr (expt) und Mr (calc),
Miss: im Peptid noch vorhandene Trypsinspaltstellen, Score: lonscore, gibt an wie gut ein experimentell
ermitteltes Spektrum zu dem simulierten Spektrum des identifizierten Peptides passt, Expect:
Wabhrscheinlichkeit eines falsch positiven Treffers (Zufallstreffer))

Diese Peptide wurden in einer Reihe pflanzlicher Proteine gefunden. Die hdchsten
Ubereinstimmungen traten mit einem "aluminium induced protein" in Codonopsis
lanceolata (AY835928), Avicennia marina (AF363286) und Gossypium hirsutum
(AY368487), sowie einem "hypothetical protein" in Solanum tuberosum (ABA46788) auf.

Die Aminosduresequenzen dieser Poteine im Vergleich zeigt Abb. 3-18.

Die Suche nach der Sequenz dieses "aluminium-induced-like proteins" in einer noch
unvollstandigen Datenbank, die ESTs aus Eschscholzia californica enthalt
(http://pgn.cornell.edu), blieb leider ohne Ergebnis. Daher wurde versucht, mittels PCR
sowie durch ein cDNA-bank-screening das Gen und damit die AS-Sequenz dieses Proteins
in Eschscholzia californica zu ermitteln.

3 durchgefiihrt von Dr. Christian Schmelzer et al., Institut fir Phamazeutische Technologie und
Biopharmazie, MLU Halle-Wittenberg
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Abb. 3-18 Vergleich der AS-Sequenzen von "aluminium induced proteins", bzw. einem "hypothetical
protein" verschiedener Pflanzen nach Mascot-Suche mit MS-Daten.

("." = Ubereinstimmung mit erster Sequenzzeile,

fizierten Peptiden)

= Liicke, blau = homolge Bereiche zu via MS-identi-

Fiir die PCR wurden die Primer "Alu_for" und "Alu_rev" aus den stark homologen
Bereichen der AS 81 bis 87 ("fiir Alu_for") und AS 208 bis 214 (fur "Alu_rev") mithilfe des
codon usage von Eschscholzia californica (http://www.kazusa.or.jp /codon/) abgeleitet

[Tab. 2-2]. Der zu amplifizierende Bereich umfasst 133 AS und sollte mit cDNA template
eine Bande von ca. 400 bp liefern. Erhalten wurde jedoch eine Bande von ca. 900 bp
[Abb. 3-19] deren DNA-Sequenz nur eine sehr geringe Homologie zu der Gensequenz des

"Al-inuced-protein" aus Gossypium hirsutum (<40 %) und Codonopsis lanceolata
(< 38 %) zeigte [Abb. 3-20].
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Abb. 3-19 Ergebnis der PCR zur Identifizierung der Sequenz des "Al-induced-like proteins" Gens in
Eschscholzia californica.
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Abb. 3-20 Alignment der Gensequenzen der "Al-induced proteins" aus Gossypium hirsutum und
Codonopsis lanceolata mit dem sequenzierten PCR Produkt aus Eschscholzia californica.
("." = Ubereinstimmung mit erster Sequenzzeile,"-" = Liicke)
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Nachdem die Gensequenz dieses Proteins mithilfe von PCR-Techniken nicht zu ermitteln
war, wurde mithilfe des durch denovo-Sequenzierung bestatigten Peptid |l
(SFAVKDEIFCLFEGALDNLGSLK) wiederum unter Zuhilfenahme des codon usage von
Eschscholzia californica (http://www.kazusa.or.jp/codon/) eine DNA-Sonde fir ein
cDNA-Bank-screening mit folgender Sequenz synthetisiert:

TCATTTGCTGTTAAAGATGAAATTTTTTGTCTTTTTGAAGGTGCTCTTGATAATCTTGGTTCACTTAAA

Das cDNA-Bank-screening erfolgte wie unter 2.3.6 beschrieben in einem Zwei-Schritt-
Auswahlverfahren. Das Ergebnis des zweiten screening-Durchgangs zeigt Abb. 3-21. Die
nummerierten Klone wurden gepickt und in 10 ml LB-Kan Medium Gber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Die aus diesen Kulturen isolierte Plasmid-DNA (siehe 2.3.1.2) wurde zur Uber-
prifung sequenziert.

B ‘
D 0
A- cDNA Bank Kulturen (Schale I) B - entwickelter Fotofilm nach screening-Durchgang (Schale )

C- cDNA Bank Kulturen (Schale 11) D- entwickelter Fotofilm nach screening-Durchgang (Schale I1)
Abb. 3-21 Ergebnisse des zweiten cDNA-Bank-screening-Durchgangs.

Auch diese Sequenzen wiesen nur wenig Homologien (durchschnittlich < 40 %) zu den
Gensequenzen der "Al-induced proteins" aus den angegeben Pflanzen auf. Jedoch
fanden sich Bereiche, die eine Ahnlichkeit zwischen 61 % (Klon 1/1, Abb. 3-22 A) und
51 % (Klon 1/3, Abb. 3-22 B) zu der eingesetzten DNA-Sonde aufwiesen. Damit ist die
positive Selektion dieser Klone im screeening-Prozess zu erklaren.
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Sonde TCATTTGCTG TTAAAGATGA AATTTTTTGT CTTTTTGAAG GTGCTCTTGA TAATCTTGGT TCACTTAAA
Klon I/3 A..... AT.A GG.GTA.CT. ...A..AG.. TGA..... TC A.TA.GG-.. A...... CTC .GGT...GC
B

Abb. 3-22 Alignment homologer DNA Bereiche der Klone 1/1 (A) und /3 (B) zur DNA Sonde.

Ein zweites cDNA-Bank-screening, das zur Steigerung der Sondenselektivitdt mit einer
erhohten Hybridisierungstemperatur von 60 °C (statt der zuvor gewéahlten 55 °C) durch-
gefiihrt wurde, flihrte zu einem dhnlichen Resultat (Daten nicht gezeigt). Auch hier liel3
sich die gesuchte Gensequenz in Eschscholzia californica nicht auffinden. Offenbar ist die
benutzte Sonde fiir ein solches screening unzureichend selektiv.

3.4.5 Die Identifizierung von pE50u1l

Durch wiederholte massenspektrometrische Analysen und "Mascot" Suche mithilfe der
ermittelten MS-Daten (siehe 2.2.11), konnten folgende Peptide identifiziert werden®:

Peptid | : AASFNIIPSSTGAAK

Peptid Il : GILGYTEDDVVSTDEFVGDNR

Peptid Il : DAPMFVVGVNEK

Peptid IV : vPTVDVSVVDLTVR

Peptid | Observed | Mr (expt) | Mr (calc) Delta | Miss | Score Expect
|| 717,8823 | 1433,7500 | 1433,7514 - 0 36 0,3

0,0014

Il | 1086,5197 | 2171,0248 | 2171,0019 | 0,0230 0 107 2,1-10'7
11| 661,3324 | 1320,6502 | 1320,6384 | 0,0119 0 15 6,4
IV | 749,9348 | 1497,8550 | 1497,8403 | 0,0147 0 89 1,2-10'5

Tab. 3-4 Mascot Ergebnisse der gefundenen Peptide fiir pE50ul.

(Observed: gemessenes Masse- Ladungsverhaltnis, Mr (expt): um die Ladung bereinigte gefundene Masse,
Mr (calc): theoretische Masse des angegebenen Peptids, Delta: Differenz aus Mr (expt) und Mr (calc),
Miss: im Peptid noch vorhandene Trypsinspaltstellen, Score: lonscore, gibt an wie gut ein experimentell
ermitteltes Spektrum zu dem simulierten Spektrum des identifizierten Peptides passt, Expect:

Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven Treffers (Zufallstreffer))

Diese vier Peptide konnten alle der "Glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenase"
(GAPDH) verschiedener Pflanzen zugeordnet werden. Die héchsten Ubereinstimmungen
traten in Arabidopsis thaliana (NP_172801), Nicotiana tabacum (CAB39974), sowie einer

Populus Kreuzung (ABA03227) auf [Abb. 3-25].

4 Durchgefiihrt von Frau Dr. Angelika Schierhorn et al., Institut fiir Biochemie, MLU Halle-Wittenberg
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3 Ergebnisse und Diskussion

Alle vier Peptide wurden in der o.g. EST - bank aus Eschscholzia californica (http://pgn.
cornell.edu) gefunden und sind in dem durch das unigene 338158 kodierten Protein
enthalten [Abb. 3-23].

>unigene 338158

GGCTCCCTCTAAAATCTCTATATCTCTCTAACTTCTTTAGATCTATTCGACAATCATGGGTTCAGGAAAGATCAAGATCGGTATCAACGGTTTTGGAAGGATC
GGACGATTGGTTGCAAGAGTAGCTCTTCAGAGAGATGATGTTGAACTTGTTGCTGTTAATGATCCATTCATTACCACTGATTACATGACCTACATGTTTAAGT
ACGACAGTGTCCACGGTCAATGGAAGAACCATGAGCTCAAGGTTAAGGACTCAAACACACTTCTCTTTGGTGAGAAGCAAGTTGCCGTTTTCGGCCACAGGAA
CCCTGAGGAAATCCCATGGGCAGAGACTGGAGCTGAGTACGTCGTTGAGTCCACCGGTGTCTTCACCGACAAGGACAAAGCTGCCGCTCACTTGAAGGGAGGT
GCCAAGAAGGTTATCATTTCAGCTCCCAGCAAGGATGCACCCATGTTTGTTGTCGGTGTCAACGAGAAGGAATACACCTCAGACATCAACATTCTATCAAACG
CCAGTTGCACCACCAACTGTCTTGCTCCCCTTGCCAAGGTCATCAATGACAGATTCGGCATTGTTGAGGGTCTCATGACCACTGTCCACGCCATGACTGCTAC
CCAGAAGACAGTTGATGGACCATCAAGCAAGGACTGGAGAGGAGGAAGAGCCGCTTCCTTCAACATCATTCCCAGCAGCACTGGTGCAGCCAAGGCTGTCGGC
AAAGTGCTTCCAGCACTCAACGGAAAATTGACCGGAATGGCATTCCGTGTTCCCACTGCTGATGTTTCAGTTGTTGATCTAACTGTTAGACTTGAGAAGAAGG
CAACTTATGATGAGATCAAAGCTGCCATCAAGGAGGAGTCTGAGGGCAAATTGAAGGGAATCTTGGGATACACAGAAGATGACTTGGTTTCCACCGACTTTAT
TGGTGACAACCGTTCAAGCATCTTTGATGCCAAGGCCGGAATTGCTTTGAACGACAACTTTGTTAAGCTCGTATCATGGTACGACAACGAATGGGGTTACAGT
TCACGTGTGATCGACTTGATCGTCCACGTTCACTCTTGCCAATAAGCTTGTCAAGCTCATTAGAGGAACCATGGGAAGGAGGTTGGGATGATTACAGACCTAG
AGAGATGATGAATCAAATAGGTGGTGGTGATCTAACCTTTGGAAGCATGGTCGTCGTTAATGTTTTGGGTGCACAAAAAAAGGAAGGGATGGGTGTTGGTTAA
TAAAAAAGTAACTTTTTCTTTTTGTTTTGAATTTTATGAGAGTTTTTTTATGTTATTAGGGAAAATCAACTAGGTTGGAAAAACTGTTTTGTTTCAGAGGTGG
TGTTTGTTTCTAGTACCCTCCCCNCCAAATATTTATGGATGGTTCTTTTGTGTTTTAATGGGAATTCGGCTTATTAGGTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAACTCG

A

APSKISISLXLLXIYSTIMGSGKIKIGINGFGRIGRLVARVALQRDDVELVAVNDPFITTDYMTYMFKYDSVHGQWKNHELKVKDSNTLLFGEKQVAVEFGHRN
PEEIPWAETGAEYVVESTGVFTDKDKAAAHLKGGAKKVIISAPSKDAPMEVVGVNEKEYTSDINILSNASCTTNCLAPLAKVINDRFGIVEGLMTTVHAMTAT
QKTVDGPSSKDWRGGRAASFNIIPSSTGAAKAVGKVLPALNGKLTGMAFRVPTADVSVVDLTVRLEKKATYDEIKAAIKEESEGKLKGILGYTEDDLVSTDF T
GDNRSSIFDAKAGIALNDNFVKLVSWYDNEWGYSSRVIDLIVHVHSCQOXACQAHXRNHGKEVGMITDLERXXIKXVVVIXPLEAWSSLFWVHKKRKGWVLVNK
KVTFSFCFEFYESFFMLLGKINXVGKTVLFQRWCLFLVPSXPNIYGWFFCVLMGIRLIRFXKKKKKKKNS

B
Abb. 3-23 Das unigene 338158 (DB: ESIA 200505; http://pgn.cornell.edu/; 12.03.2008).
(grau: nicht codierende Bereiche; X: Stoppcodon; blau: Bereiche homolog zu den gefundenen Peptiden)

Zur Uberpriifung dieser Gensequenz wurde Eschscholzia californica cDNA als Template
fiir eine PCR eingesetzt. Als Primer dienten "GAPDH_for" und "GAPDH_rev" [Tab. 2-2],
die mithilfe der unigene 338158 -Sequenz abgeleitet wurden. Es wurde eine DNA der
erwarteten GroRe amplifiziert [Abb. 3-24], die bei der Sequenzierung eine fast vollige
Ubereinstimmung mit der gefundenen DNA aus der EST-Bank ergab.

bp

10000
8000

6000
5000
4000

3000
2500
2000

1500

1000

800 1% Agarose Gel mit PCR Produkt

600 Primer: GAPDH_for / GAPDH_rev

400 1 - negativ Kontrolle (ohne Template)
2 - Eschscholzia californica cDNA Template

200 M - Marker

Abb. 3-24 Ergebnis der PCR zur Uberpriifung der Sequenz des "GAPDH" Gens in Eschscholzia californica.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Lediglich an den Positionen 243, 435, 462, 609 und 708 wurden Abweichungen von der
unigene-Sequenz festgestellt, die jedoch keine Auswirkungen auf die resultierende
Aminosauresequenz [Abb. 3-25] haben. Da diese Sequenzierung mehrmals und aus
unterschiedlichen Proben mit jeweils demselben Ergebnis durchgefiihrt wurde, kénnen
Sequenzierfehler an dieser Stelle ausgeschlossen werden.

Eschscholzia MG-SGKIKIG INGFGRIGRL VARVALQRDD VELVAVNDPF ITTDYMTYMF KYDSVHGQWK NHELKVKDSN TLLFGEKQVA

NP_17280l ALDKLGLRLL s Voo iie i e E.oooo coiiiii H.o.o.o.o... DK ....... P.T
CAB39974 TR LSVE oo ceiii i H....... DK ....... A.T
ABA03227 CACDK . o i e s i s e e Tovie ciiiiiiies o T...R.. HG...... EK ....... A..
T T T T P I |
85 95 105 115 125 135 145 155
Eschscholzia VFGHRNPEEI PWAETGAEYV VESTGVFTDK DKAAAHLKGG AKKVIISAPS KDAPMEVVGV NEKEYTSDIN ILSNASCTTN
NP_17280l T € VAN . . o oo 0000 oo H..K..LD .V........
CAB39974 B o T P P KPEL. .V........
ABA03227 S o Ve..o.. . oeeeaseien Q..P.LD .V........
T T T T P I |
165 175 185 195 205 215 225 235
Eschscholzia CLAPLAKVIN DRFGIVEGLM TTVHAMTATQ KTVDGPSSKD WRGGRAASEN IIPSSTGAAK AVGKVLPALN GKLTGMAFRV
NP 172801 eevenian eeeaanne e STevis vennnns O s R, Sev vennnn s..k
CAB39974 ittt e e STevis vennnns Bov v B e e
ABA03227 ... = ITooo. ool I - 0 000 00000000 o o S..8
T T T T P I
245 255 265 275 285 295 305 315
Eschscholzia PTADVSVVDL TVRLEKKATY DEIKAAIKEE SEGKLKGILG YTEDDLVSTD FIGDNRSSIF DAKAGIALND NEVKLVSWYD
NP_172801 coWooaocaoa aoaofiN Aoo. oo Koo oo M. Woooo o Vo o o - [N S. Kiovvvnnns
CAB39974 coWooaocaoa aoaofiN I 0 606 000300 Woooo o Vo o o - [N SK ..o
ABA03227 coWooooaoa oo oSN EA..S..... .. NN..L.... . VEE SBl- e+ cccectttet ceeeeeaaan
B R I |
325 335
Eschscholzia NEWGYSSRVI DLIVHVHSCQ -
NP_172801 ......... Vo o..o.o.. MSKA- -
CAB39974 ...... T..V ...K.MA.V. -
ABAO03227 = e e A.MAKT. A

Abb. 3-25 Vergleich der AS-Sequenzen von GAPDH verschiedener Pflanzen nach Mascot-Suche mit MS-
Daten.

"." = Ubereinstimmung mit erster Sequenzzeile,
fizierten Peptiden

= Liicke, blau = homologe Bereiche zu via MS-identi-

Das hier identifizierte GAPDH-Protein enthalt mit 23 Serin-, 22 Threonin- und neun
Tyrosin-Bausteinen insgesamt 54 potentielle Phosphorylierungsstellen, was einen
erheblichen Phosphorylierungsgrad vermuten lasst.

In Pflanzen existieren drei Formen der GAPDH: eine im Cytosol lokalisierte, die an der
Glykolyse beteiligt ist, und zwei in den Chloroplasten lokalisierte Formen, die an Photo-
synthesereaktionen beteiligt sind. Um zu charakterisieren, zu welcher Form das hier ge-
fundene Enzym gehort, wurde ein NCBI-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mit der
ermittelten FASTA-Sequenz des Eschscholzia-Proteins durchgefiihrt (Datenbank:
UniProtKB/Swiss-Prot, Algorithmus: BLASTP). Die héchsten Ubereinstimmungen zeigen
Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenasen aus Magnolia liliiflora (P26518), Antirrhinum
majus (P25861) und Ranunculus acris (P26521) auf [Abb. 3-26].
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3 Ergebnisse und Diskussion

5 15 25 35 45 55 65 75
Eschscholzia MGSGKIKIGI NGFGRIGRLV ARVALQRDDV ELVAVNDPFI TTDYMTYMFK YDSVHGQOWKN HELKVKDSNT LLEFGEKQVAV
P26518 3 H . ....... K. ..., P.T.
P25861 N S e e A..H ....... EK. PV,
P26521 e A e e e Toooon. H ....... EK. .PLT.
T T T
85 95 105 115 125 135 145 155
Eschscholzia FGHRNPEEIP WAETGAEYVV ESTGVFTDKD KAAAHLKGGA KKVIISAPSK DAPMFVVGVN EKEYTSDINI LSNASCTTNC
P26518 Voo G.oo... B o e e e e H..K.N.D. V.........
P25861 CReLoo R.S..... T e e i i e e i e K..LH. V...,
P26521 LCollaaa G..... F.o. ..., T.E ..S....... ... Voo, A Lo HT..K...D. V.........
T T o S |
165 175 185 195 205 215 225 235
Eschscholzia LAPLAKVIND RFGIVEGLMT TVHAMTATQK TVDGPSSKDW RGGRAASEFNI IPSSTGAAKA VGKVLPALNG KLTGMAFRVP
P26518 ... Koo oo 1 [
P25861 it e e SI..... «..... 7 Q.vv v S....
P26521 e e e e e e
T T T
245 255 265 275 285 295 305 315
Eschscholzia TADVSVVDLT VRLEKKATYD EIKAAIKEES EGKLKGILGY TEDDLVSTDF IGDNRSSIFD AKAGIALNDN FVKLVSWYDN
P26518 VA oW AVSVE LU VLLALL i E. V... o i EH ..........
P25861 Vo B Qurerieins e e Veo... Ve eS e e e e
P26521 Ve, Gev veennnn B Dttt e e Vot e e Covennnnnn
R I [
325 335
Eschscholzia EWGYSSRVID --LIVHVHSC Q
P26518  eiai..... LI....MA.. .
P25861 . T..V. =——....MA.V .
P26521  ........ V. --....MSKT .
Abb. 3-26 Vergleich verwandter GAPDH Sequenzen verschiedener Pflanzenspezies nach NCBI BLAST.
("." = Ubereinstimmung mit erster Sequenzzeile,"-" = Liicke)

In allen Fallen handelt es sich um die cytosolische Form der GAPDH (GAPC). Aus diesem
Ergebnis und der Tatsache, dass die Analysen der Phosphorylierungsmuster mit der
I6slichen Proteinfraktion aus Eschscholzia durchgefiihrt wurden (siehe 2.2.1), lasst sich
schlieBen, dass es sich bei dem hier gefunden Protein ebenfalls um die cytosolische
From der GAPDH handelt.

3.5 Die Rolle der GAPDH im Elicitierungsprozess
3.5.1 Die Funktion von GAPDH

Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase katalysiert die Reaktion des Glycerinaldehyd-
3-phosphat (GAP) zum 1,3-Bisphosphoglycerat [Abb. 3-27] und ist damit essentiell fir
den Ablauf der Glykolyse. Das Enzym ist daher hochkonserviert und kommt praktisch in
allen Lebensformen mit geringen Spezies-zu-Spezies-Variationen vor (Sirover, 2011).
GAPDH dient daher Standard
Experimenten zur Genexpression. Die katalytische Funktion der GAPDH ist auch an der

haufig als interner ("housekeeping-protein") in
Abwehr gegen oxidativen Stress und der Generierung reaktiver Sauerstoffspezies bei der
Pathogenabwehr (siehe 1.1) beteiligt (Nakajima, et al., 2009), sehr wahrscheinlich Gber
die Regulation des NAD(P)-Spiegels. Dieses Nukleotid ist das Substrat der NADPH-
Oxidase, die in tierischen und pflanzlichen Zellen eine entscheidende Rolle bei der Ab-
wehr und Vernichtung pathogener Mikroorganismen spielt (Kobayashi, et al., 2006). In
der Kartoffel ist die Expression von GAPDH infolge von biologischem Stress gesteigert
(Laxalt, et al., 1996), und in Arabidopsis thaliana dient es als H,0,-Sensorenzym

(Hancock, et al., 2006).
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Abb. 3-27 Mechanismus der von GAPDH katalysierten Reaktion von Glycerinaldehyd-3-phosphat zu 1,3-
Bisphosphoglycerat (nach: Alberts, et al., 1997).

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Befunde fiir Funktionen des GAPDH-Proteins
erhalten, die neben der urspriinglich bekannten Rolle als Glykolyseenzym existieren. In
tierischen Zellen gilt GAPDH inzwischen als ein Prototyp fiir "moonlighting", d.h. fur die
Existenz funktioneller Domanen eines Proteins, die unabhangig von seinem katalytischen
Zentrum und den dort ablaufenden Reaktionen regulative Funktionen bei anderen
zelluldren Aktivitdten besitzen ((Sirover, 2011), siehe 1.4). So ist das GAPDH-Protein in
Saugetieren beispielsweise an der transkriptionalen (McKnight, 2003) und posttrans-
kriptionalen (Backlund, et al., 2009) Genregulation, dem vesikuldaren Proteintransport
(Tisdale, et al., 2007), einigen rezeptorvermittelten Signalwegen (Raje, et al., 2007)
sowie der Instandhaltung der DNA-Integritat (Azam, et al., 2008) beteiligt.

Obwohl die GAPDH normalerweise im Cytoplasma (dem Ort der Glykolyse) lokalisiert ist,
wurde ihre Translokation in den Zellkern (Hara, et al., 2005; Zannat, et al., 2011), sowie
(bei Bakterien) sogar an die Zelloberfliche bzw. in das AufRenmedium, beschrieben
(Matta, et al., 2010). Diese Translokation ist ganz offenbar Voraussetzung fiir die
beschriebenen vielfaltigen zusatzlichen Funktionen (siehe 1.4).

Auch die bisher bekannten Daten zur GAPDH in Eschscholzia californica legen eine
"Doppelfunktion" dieses Proteins bei der Ausbildung der Alkaloid-Biosynthese nahe.

a) Als Stress-protektives Enzym, in seiner katalytischen Funktion:
GAPDH wird parallel mit dem ratelimitierenden Biosynthese-Enzym, 4-OMT
Uberexprimiert und zwar gemeinsam mit zwei anderen Stress-protektiven
Proteinen (Angelova, et al., 2010). Diese Steigerung wurde sowohl auf mRNA- als
auch auf der Protein-Ebene gezeigt.

b) Als Gen-Kontroll Protein:
Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte selektive Phosphorylierung ist kaum mit
der katalytischen Funktion vereinbar; es gibt bisher keine Hinweise darauf, dass
das GAPDH-Protein im Zusammenhang mit der Umsetzung des GAP phospho-
ryliert wird.
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Fiir die Aufklarung einer potentiellen Funktion der GAPDH im Signaltransfer zur
Expression der Alkaloidbiosynthese boten sich im Rahmen dieser Arbeit im Wesentlichen
zwei experimentelle Optionen:

1. die Ausschaltung der Elicitor-abhangigen Phosphorylierung des GAPDH Proteins,
2. die Verringerung der Menge des GAPDH-Proteins

und die Feststellung der jeweiligen Konsequenzen fiir die Alkaloid-Antwort der Zellen.
Option 1. erfordert umfangreiche Vorarbeiten zur Identifizierung der beteiligten
Kinase(n), die im verfligbaren Zeitrahmen nicht realisierbar waren. Zudem ist anzu-
nehmen, dass die GAPDH nicht das einzige Substrat dieser Kinase(n) ist, d.h. eine
Hemmung ihrer Aktivitat wiirde wahrscheinlich nicht exklusiv die Phosphorylierung des
GAPDH-Proteins verhindern.

Die Option 2. bietet zwar keine Mdglichkeit, zwischen der Bedeutung von GAPDH-Menge
und dem Ausmal ihrer Phosphorylierung zu unterscheiden, eréffnet aber die Chance,
eine essentielle Rolle dieses Proteins am Signaltransfer zur Alkaloidproduktion
Uberhaupt nachzuweisen. Eine solche Funktion des GAPDH-Proteins ist bisher nicht
bekannt. Deshalb wurde dieser Ansatz weiter verfolgt (siehe 2.4).

3.5.2 Gen-Silencing-des GAPDH-Gens in Eschscholzia californica

Das "Ausschalten" des GAPDH-Zielgens sollte mithilfe des RNA-Interferenz (RNAI)-
Mechanismus erfolgen. Dieses u.a. in Fadenwlirmern (Caenorhabditis elegans) ent-
deckte Phdnomen (Fire, et al., 1998) wurde inzwischen als universeller Mechanismus im
Bereich der Gen-Kontrolle in allen untersuchten Eukaryonten bestatigt. Auch in Pflanzen
existieren dazu profunde Erfahrungen (Hamilton, et al., 1999). RNAI ist die experimen-
telle Anwendung des "post-transcriptional gene silencing" (PTGS) zur gezielten Aus-
schaltung einzelner oder Gruppen von mRNAs. Es ist davon auszugehen, dass das in der
Vergangenheit oft verwendete Verfahren der antisense-Repression (in Eschscholzia
bereits u.a. zur Verminderung der Expression des Ga-Gens angewandt, (Viehweger, et
al., 2006; Heinze, et al., 2007)) auf dem gleichen Grundmechanismus beruht.

Durch Transformation wird die Zelle veranlasst, eine spezifische doppelstrangige RNA
(dsRNA) zu bilden, die Teile des Zielgens und damit Teile der zu erwartenden Ziel-RNA
enthalt. Diese wird von dsRNA-spezifischen Endoribonukleasen (wie z.B. "Dicer") in
kleinere dsRNA-Stiicke gespalten. Diese 20 - 25 nt langen Fragmente ("small interfering
RNA" (siRNA)) binden an einen Enzymkomplex, den "RNA-induced silencing complex"
(RISC). An diesem wird die dsRNA in ssRNA aufgespalten, wobei der sense-Strang ab-
gebaut und der antisense-Strang am RISC verbleibt. Letzterer bindet komplementar an
die Ziel-mRNA und der resultierende Doppelstrang wird durch RISC gespalten. Bruch-
sticke dieses Abbauvorgangs werden weiter abgebaut oder kdnnen ihrerseits eine RNA-
abhangige RNA-Polymerase induzieren, die erneut die spezifische dsRNA synthetisiert
und dadurch einen zyklischen Prozess erméglicht. Zudem wird nach Spaltung der Ziel-
RNA der RISC wieder frei und kann an weitere Ziel-RNA Strange binden [Abb. 3-28].
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3 Ergebnisse und Diskussion

Zur Auslosung des RNAi-Mechanismus in Pflanzen erwiesen sich Konstrukte, welche die
Erzeugung von sogenannten "hairpin"-RNAs (hpRNA) bewirken, den klassischen
einzelstrangigen RNA-Konstrukten (z.B. antisense-RNA) als Uberlegen (Waterhouse, et
al., 1998; Smith, et al., 2000; Wesley, et al., 2001). Aus diesem Grund sollte das
"Ausschalten" des GAPDH-Gens in Eschscholzia californica -Keimwurzeln mithilfe eines
Vektors erfolgen, der iber die Synthese von hpRNA ein RNAi vermitteltes PTGS auslost.

doppelstringige RNA (dsRNA)

Spaltung durch "Dicer " in
20— 25 nt lange Stiicke

ERIEEEEEEERERERE
T

siRNA
NIEEEEEREERREREE

l Bildung des "RISC"

~..”

Abspaltung und Abbau I

des sense Stranges

& 0

l komplementire Bindung

an Ziel mRNA
I RMA abhingige

& BNA Polymerase

l Spaltung der Ziel mMRNA

Abbau

Abb. 3-28 Vereinfachte schematische Darstellung des RNAi-Mechanismus.

3.5.2.1 Herstellung eines geeigneten RNAi-Vektors

Zunéachst wurde das bekannte GATEWAY™-System fiir diese Aufgabe angewendet (siehe
2.4.1.1). Dazu wurde ein Volllangeklon des GAPDH-Gens erfolgreich in den pDONR™ 222
Vektor [Abb. 2-18] kloniert. Die erwartete Sequenz wurde durch DNA-Sequenzierung
(siehe 2.3.7) bestatigt [Abb. 3-29].

ATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACCATGGGT
TCAGGAAAGATCAAGATCGGTATCAACGGTTTTGGAAGGATCGGACGATTGGTTGCAAGAGTAGCTCTTCAGAGAGATGATGTTGAACTTGTTGCTGTTAATG
ATCCATTCATTACCACTGATTACATGACCTACATGTTTAAGTACGACAGTGTCCACGGTCAATGGAAGAACCATGAGCTCAAGGTTAAGGACTCAAACACACT
TCTCTTTGGTGAGAAGCAAGTTGCCGTTTTTGGCCACAGGAACCCTGAGGAAATCCCATGGGCAGAGACTGGAGCTGAGTACGTCGTTGAGTCCACCGGTGTC
TTCACCGACAAGGACAAAGCTGCCGCTCACTTGAAGGGAGGTGCCAAGAAGGTTATCATTTCAGCTCCCAGCAAGGATGCACCCATGTTTGTTGTCGGTGTCA
ACGAGAAGGAATACACTTCAGACATCAACATTCTATCAAACGCTAGTTGCACCACCAACTGTCTTGCTCCCCTTGCCAAGGTCATCAATGACAGATTCGGCAT
TGTTGAGGGTCTCATGACCACTGTCCACGCCATGACTGCTACCCAGAAGACAGTTGATGGACCATCAAGCAAGGACTGGAGAGGAGGCAGAGCCGCTTCCTTC
AACATCATTCCCAGCAGCACTGGTGCAGCCAAGGCTGTCGGCAAAGTGCTTCCAGCACTCAACGGAAAATTGACCGGAATGGCTTTCCGTGTTCCCACTGCTG
ATGTTTCAGTTGTTGATCTAACTGTTAGACTTGAGAAGAAGGCAACTTATGATGAGATCAAAGCTGCCATCAAGGAGGAGTCTGAGGGCAAATTGAAGGGAAT
CTTGGGATACACAGAAGATGACTTGGTTTCCACCGACTTTATTGGTGACAACCGTTCAAGCATCTTTGATGCCAAGGCCGGAATTGCTTTGAACGACAACTTT
GTTAAGCTCGTATCATGGTACGACAACGAATGGGGTTACAGTTCACGTGTGATCGACTTGATCGTCCACGTTCACTCTTGCCAATACCCAGCTTTCTTGTACA
AAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGAATCC

Abb. 3-29 DNA Sequenz Ausschnitt aus pPDONR™222 mit eincloniertem GAPDH-Gen.
(blau: Bereiche identisch mit GAPDH-Gen)
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Die aufgereinigte pDONR™-Plasmid-DNA wurde dann zur Erzeugung eines ent-
sprechenden Zielvektors im Zuge einer LR-Reaktion mit dem pHELLSGATE 12-Vektor
[Abb. 2-19] umgesetzt. Dieser enthalt je zwei att-sites (R1 und R2), die den Einbau der
Ziel-DNA sowohl in sense- als auch in antisense- Orientierung ermoglichen, was die
Grundvoraussetzung fir die Bildung des "hairpins" ist. Wie bei dieser Klonierungs-
methode Ublich, ersetzt die Ziel-DNA dabei das urspriinglich vorhandene ccdB-Gen, so
dass nur die korrekt transformierten Klone wachstumsfahig sein sollten. Obwohl solche
wachsenden Klone erhalten wurden, ergab die anschlieBende Sequenzierung ein
Uberraschendes Ergebnis: Aus einem sequenzierten, 868 bp-Bruchstiick der Plasmid-
DNA zeigten die Basenpaare 1-203 Ubereinstimmung mit der Sequenz 13043-13245 des
pHELLSGATE 12-Vektors, die Basenpaare 204-868 jedoch mit einer davon entfernten
Sequenz (3015-3679) desselben Vektors. Eine ca. 7450 bp lange DNA-Sequenz wurde
also entfernt, vermutlich wiahrend der LR-Reaktion [Abb. 3-30]. Das erklirte die Uber-
lebensfahigkeit der Kulturen auf Spectinomycin-Medium, lieferte aber nicht den
gewlinschten Vektor.

P27-3 Primer

cods ORI i Nos Promotor
atiR2 - /NPT 1]
' ,& Nos Terminator
attR2 Left Border

cedB

gHR1 PHELLSGATE12
P27-5 Primer 17681 bp
CaMV 355
Promotor
Right Border \

Spectinomycine
Resistance

Abb. 3-30 pHELLSGATE 12 -Vektor nach LR-Reaktion.
(grau unterlegt: fehlender Abschnitt (Erklarung im Text))

Entgegen den Empfehlungen des Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) konnte dieses
Problem weder durch die drastische Verkleinerung des zu Ubertragenden DNA-Frag-
ments (286 bp anstelle von 1017 bp), noch durch die Verwendung eines kleineren Ziel-
vektors (pK7GWIWG2(ll), [Abb. 2-19]), noch durch eine verlangerte Inkubationszeit (von
1 h auf 12 h) wahrend der LR-Reaktion, gelost werden. Es wird vermutet, dass sich in der
Nahe der "Left Border" nicht dokumentierte bzw. (moglicherweise unter dem Einfluss
der eingebrachten DNA) von den Restriktasen des "LR-Clonase-Mix" (siehe 2.4.1.1)
fehlinterpretierte Schnittstellen befinden.

Die Generierung eines effektiven RNAi-Vektors, flir das silencing des GAPDH-Gens in
Eschscholzia, gelang schlieRlich mit einem von der Firma Icon Genetics GmbH (Halle
(Saale), BRD) entwickelten Verfahren (Gleba, et al., 2004). In Zusammenarbeit mit Dr.
Sylvestre Marillonnet, wurde der Vektor plCH66255 [Abb. 3-31] von dieser Firma
hergestellt. Dieser enthélt, auRer dem gewiinschten RNAi-Konstrukt, das Gen fiir das
"Green-Fluorescent-Protein" (GFP), was eine spatere Uberpriifung des Transformations-
erfolges bzw. eine Selektion der transformierten Kulturen erheblich erleichtert. Zudem
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ist er trotz dieses zusédtzlichen GFP-Gens kleiner als die o.g. ungeeigneten GATEWAY™
Vektoren, was fiir die vorgesehene biolistische Transformation (siehe 2.4.2.2) von Vorteil
war.

Nos
Terminator

GAPDH antisense

\

intron Kanamycine

/ Resistance
GAPDH sense

pICHG66255

355 Promator 10625 bp

Ocs
Terminator

GFP
LeftBorder
355 Promotor

Abb. 3-31 RNAj -Vektor pICH66255.

3.5.2.2 Uberpriifung des Transformationserfolges

Die biolistische Transformation von Keimwurzeln von Eschscholzia californica (siehe
2.4.2.2) mit dem vorgenannten Vektor flihrte zundchst zu keiner dullerlich erkennbaren
Veranderung. Morphologie und Wachstumsgeschwindigkeit waren bei allen Proben
(ohne Biolistik, RNAi-Konstrukt, Leervektor) augenscheinlich gleich. Der Erfolg der RNAI
Strategie wurde auf zwei Wegen Uberprift: Gber die Expression des GFP-Gens und Uber
die verminderte Expression des GAPDH-Gens. Es zeigte sich, dass in den Keimwurzeln,
die GFP exprimieren, die mRNA des GAPDH Gens erheblich, d.h. um ca. 50 % vermindert
ist. Fir die in Abb. 3-32, Abb. 3-33 und Abb. 3-34 dargestellten Analysen wurden
Keimwurzeln mit mikroskopisch messbarer GFP-Expression ausgewahlt und mit
Keimwurzeln verglichen, die mit dem leeren Vektor (ohne RNAi-Konstrukt, ohne GFP-
Gen) beschossen wurden. Letztere zeigten erwartungsgemaB keine GFP-typische
Fluoreszenz.
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2% Agarose Gele mit PCR Produkt M - Marker

Template: A und C: RT-Reaktion aus RNAi-Probe; 1 - 10 Reaktionszyklen
B und D: RT-Reaktion aus Kontrolle (Leervektor) 2 - 20 Reaktionszyklen

Primer: A und B: Gap_real_for/Gap_real_rev; 3 - 25 Reaktionszyklen
Cund D: actin_f4/actin_r2 4 - 30 Reaktionszyklen

Annealingtemperatur: 60 °C

Abb. 3-32 RT-PCR von GAPDH und Aktin mit steigenden Zykluszahlen.

RNAi Leervektor

oo Bl
(20 cyc)

Aktin . . GAPDH | 9,6 17,8 54 %
(25 cyc)
Tubulin . . Aktin 23,1 22,1 105 %
A (25¢cyc) B Tubulin | 7,3 7,5 97 %
Abb. 3-33 Quantitative Analyse der Bandenintensitdt von GAPDH, Aktin und Tubulin nach PCR mit RT-
Template.

A: Gelbanden aus 2 % Agarosegelen (cyc = Zykluszahl)

B: Expression der GAPDH in Bezug auf Aktin 51,4 %; in Bezug auf Tubulin 55,7 %

Es ist ein typisches Resultat dargestellt. Die Wiederholung dieses Experiments lieferte praktisch tberein-
stimmende Daten.
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3.5.3 Konsequenzen des silencing von GAPDH fiir die Alkaloidbiosynthese

Sowohl die Expression von GFP (und damit das erfolgreiche silencing der GAPDH [Abb.
3-33]) als auch die Akkumulation der Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide ldsst sich durch
Fluoreszenzmikroskopie (siehe 2.4.3.1) prazise nachweisen (Roos, et al., 2006). Damit
konnte geprift werden, welche Auswirkung das silencing des GAPDH-Gens auf die
Auspragung der Alkaloidsynthese in Keimwurzeln von Eschscholzia californica hat. Wie
aus Abb. 3-35 und Abb. 3-36 hervorgeht, war die Alkaloid-Fluoreszenz nur in solchen
Keimwurzeln erkennbar, die keine typische GFP-Fluoreszenz zeigten. In den Keimwurzeln
mit GFP-Fluoreszenz war aulRerdem die Expression des BBE-Gens weitgehend oder
vollstandig ausgeschaltet [Abb. 3-34]. Dieses Gen kodiert das Berberinbriickenenzym,
ein wichtiges Schlisselenzym der Benzo[c]phenanthridin-Biosynthese (siehe 1.3).

RNAi Leervektor Bandenintensitit Expression
BBE Gen ; (Leervektor =
(25 cyc) RNAi | Leervektor 100 %)
A B BBE | 3,4 9,9 34 %

Abb. 3-34 Quantitative Analyse der Bandenintensitat von BBE nach PCR mit RT-Template.

A: Gelbanden aus 2 % Agarosegelen (cyc = Zykluszahl)

B: Expression des BBE in Bezug auf Aktin 32,4 %; in Bezug auf Tubulin 35 %

Es ist das Resultat eines Experimentes dargestellt. Eine Wiederholung lieferte keine messbare Menge von
BBE-RNA in der RNAI - Probe.

Die Ergebnisse der RNAi-silencing-Experimente lassen den Schluss zu, dass das "knock-
down" der GAPDH die Expression der Alkaloidbiosynthese in den sich entwickelnden
Wourzeln stark vermindert. Es ist bemerkenswert, dass obwohl die mRNA der GAPDH nur
etwa auf die Halfte vermindert wurde [Abb. 3-33], die Expression des BBE-Gens und die
Ausbildung der Alkaloidbiosynthese fast vollstandig verhindert wird. Auch wenn die
tatsachliche Proteinmenge nicht gemessen wurde, lasst sich vermuten, dass diese
kritisch fur die Expression der Biosynthese ist, wahrend sich ihre Verminderung nicht
wesentlich auf Wachstum und Wurzeldifferenzierung auswirkt. Die essentielle Be-
deutung des GAPDH-Proteins, auf die diese Ergebnisse hinweisen, bestatigt die o.g. Ver-
mutungen und ist gut vereinbar mit seiner zweifachen Beziehung zur Elicitor-ausgeldsten
Alkaloid-Antwort:

Erstens gehort GAPDH zusammen mit einem Cyclophilin und dem HSP 70 zu einer
Gruppe Stress-protektiver Proteine, welche die Uberexpression der Alkaloide begleiten
(Angelova, et al.,, 2010) und zweitens weist die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
gefundene selektive Phosphorylierung auf eine zweite Funktion von GAPDH als Gen-
Kontroll-Protein hin.
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Fortsetzung:

Abb. 3-35 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Eschscholzia-Keimwurzeln aus Kontroll-Ansatzen

bzw. von nicht transformierten Keimlingen.

Beide Spalten zeigen jeweils nebeneinander das gleiche Bild, aufgenommen mit gleicher Empfindlichkeit

unter Verwendung unterschiedlicher Filterkombinationen

linke Spalte: ~ Aufnahme mit Filterkombination Ag: 482 nm; Ag,,: 520 nm (erlaubt sowohl die typische
orange-rote Fluoreszenz der Benzo[c]phenanthridine als auch die GFP-Fluoreszenz zu
detektieren)

rechte Spalte: Aufnahme mit Filterkombination Ag: 472 nm; Agn: 496 nm (selektiver Nachweis von GFP-
Fluoreszenz und damit erfolgreicher RNAi-Transformation) (siehe 2.4.3.1).

In den Wurzelhaaren bzw. Epidermiszellen der abgebildeten Keimwuzeln ist eine deutliche orange-rote

Fluoreszenz erkennbar, welche die Akkumulation der Alkaloide in diesen Bereichen anzeigt.
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Fortsetzung:

Abb. 3-36 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von RNAi-transformierten Eschscholzia-Keimwurzeln.

Beide Spalten zeigen jeweils nebeneinander das gleiche Bild, aufgenommen mit gleicher Empfindlichkeit

unter Verwendung unterschiedlicher Filterkombinationen.

linke Spalte: ~ Aufnahme mit Filterkombination Ag: 482 nm; Ag,,: 520 nm (erlaubt sowohl die typische
orange-rote Fluoreszenz der Benzo[c]phenanthridine als auch die GFP-Fluoreszenz zu
detektieren)

rechte Spalte: Aufnahme mit Filterkombination Ag: 472 nm; Agn: 496 nm (selektiver Nachweis von GFP-
Fluoreszenz und damit erfolgreicher RNAi-Transformation) (siehe 2.4.3.1).

Es ist zu erkennen, dass in den Wurzelhaaren bzw. Epidermiszellen, in denen eine GFP-typische

Fluoreszenz auftritt, keine orange-rote Fluoreszenz und somit auch keine Akkumulation von

Benzo[c]phenanthridin-Alkaloiden nachweisbar ist. Umgekehrt ist in den Bereichen mit Alkaloid-

fluoreszenz wiederum die GFP-Fluoreszenz nicht messbar.

94



4 Zusammenfassung und Ausblick

4 Zusammenfassung und Ausblick

1.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, Proteine in Eschscholzia
californica zu identifizieren, die bei der Auslésung der Phytoalexin-Antwort selektiv
phosphoryliert werden. Dazu wurde ein Verfahren zum Nachweis der Phospho-
rylierung I6slicher Proteine etabliert, welche aus Kulturen isoliert wurden, die unter
dem Einfluss verschiedener Signale die Produktion toxischer Benzo[c]phen-
anthridine einschalten. Die Proteingemische wurden durch 2D-Gel-Elektrophorese
aufgetrennt und nach Elektroblotting auf Nitrocellulose mithilfe eines phosphat-
spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes detektiert. Dieser Farbstoff erlaubt im Unter-
schied zur Immunodetektion den Nachweis phosphorylierter Aminosduren in
verschiedenen Umgebungen eines Proteins. Nachteilig ist die etwas geringere
Sensitivitit des Farbstoffes, wodurch nur relativ starke Anderungen der Phos-
phorylierung (Faktor 2 bzw. %) analysierbar sind.

Unter dem Einfluss eines fungalen Elicitors entstehen spezifische Phospho-
rylierungsmuster. Um phosphorylierte Proteine mit unmittelbarem Bezug zur
Induktion der Alkaloidbiosynthese zu erkennen, wurde von der Tatsache Gebrauch
gemacht, dass zwei Signalwege zur Auslosung dieser Biosynthese fiihren: der "LPC-
ApH-Weg" und der "Jasmonat-Weg". Letzterer erfordert hohe Elicitorkonzentra-
tionen und schliet Elemente der hypersensitiven Reaktion ein. Proteine mit
speziellem Bezug zur Alkaloid-Antwort wurden im Uberlappungsbereich beider
Phosphorylierungsmuster gefunden.

Um die Auslosung des Sekundarstoffwechsels ohne Beteiligung des Jasmonat-
Weges zu charakterisieren, wurde auch das Phosphorylierungsmuster nach Ein-
wirkung kinstlicher pH-shifts untersucht. Zu diesem Zweck war die Etablierung
eines Verfahrens zur kontrollierten Auslosung solcher pH-shifts erforderlich. Neben
der Anwendung von lonophoren erwies sich auch die Behandlung der Zellen mit
starken Puffern bestimmter pH Werte als erfolgreich.

Es wurden funf Proteine gefunden, deren Phosphorylierungsgrad durch die o.g. Be-
handlungen erhoht wurde. Zwei dieser Proteine, ein "aluminium-induced-like
protein" und die cytosolische Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH),
konnten mithilfe massenspektrometrischer Methoden identifiziert werden. Die
Sequenz der beteiligten GAPDH aus Eschscholzia wurde komplett aufgeklart.

Um die Rolle der GAPDH in der Expression der Alkaloid-Biosynthese in Eschscholzia
zu prifen, wurde die mRNA dieses Proteins durch RNAi-basiertes Gen-silencing aus-
geschaltet. Dazu wurde ein neues Gen-Transformationssystem mithilfe von Keim-
wurzeln etabliert. Nach biolistischem Gentransfer wurden Keimwurzeln erhalten, in
denen die Expression des GAPDH-Gens um ca. 50 % vermindert war. Diese Wurzeln
zeigten im Unterschied zu den mit leerem Vektor transformierten keine erkennbare
Alkaloidbildung und eine drastisch verminderte Expression des Berberinbriicken-
enzyms (BBE), eines Schliisselenzyms der Benzo[c]phenanthridin-Biosynthese.
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6. Diese Ergebnisse fiihren zu dem Schluss, dass das Protein der GAPDH — neben seiner
bekannten Funktion als Stress-protektives Enzym — eine essentielle Aufgabe als Gen-
Kontroll-Protein bei der Expression der Alkaloid-Biosynthese erfillt. Funktionen "be-
kannter" Enzyme als Regulatorproteine in anderen Soffwechselbereichen werden
als "moonlighting" bezeichnet und sind bisher fir den pflanzlichen Sekundarstoff-
wechsel nicht bekannt.

Ausblick:

Die erhaltenen Ergebnisse werfen eine Reihe neuer Fragen auf, die im Rahmen weiter-
fihrender Arbeiten geklart werden kénnten:

Welche Kinase(n) ist/sind fir die Phosphorylierung des GAPDH-Proteins verantwortlich?
An welchen Positionen/Aminosduren wird das GAPDH-Protein phosphoryliert?

Welche Auswirkungen hat die Phosphorylierung auf die Konformation des Proteins,
dessen Enzymaktivitat und seine Rolle im Signaltransfer?

Wo ist die gefundene GAPDH-Spezies lokalisiert und gibt es einen Transport in den Zell-
kern?

Welcher Mechanismus liegt der postulierten Gen-Kontrolle zugrunde?
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°C
A.bd.
Abb.
ABTS
ACN
APS
AS
as
BBE
BCA
bp
BSA

Cat. No.

cDNA
CDPK
CHAPS
CID
Csl
DAMP
DBOX
DMF
DNA
dNTP
ds
DTE
DTT
EDTA
EGTA

Eli.konz.

ESI
EST
et al.
EtBr.
FAD
ff
gDNA
GFP
ggf.
GSH
HEPES
HPLC
HR
HSP
i.d.R.
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Grad Celsius

bidestilliertes Wasser

Abbildung
2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)
Acetonitril

Ammoniumperoxodisulfat
Aminosaure(n)

antisense

Berberinbriickenenzym

Bicinchoninsaure

Basenpaare

Rinderserumalbumin
Katalognummer/Bestellnummer

copy DNA

calcium dependent protein kinase
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat
collision induced dissoziation

Casiumiodid

danger associated molecular pattern
Dihydrobenzophenanthridinoxidase
N,N-Dimethylformamid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangig

Dithioerythritol

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N'N’-tetraessigsaure
Elicitorkonzentration
Elektrosprayionisation

expressed sequence tag

und andere

Ethidiumbromid
Flavin-Adenin-Dinukleotid

und folgende

genomische DNA

green fluorescent protein

gegebenenfalls

Glutathion

2-[4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl]-ethansulfonsaure
High Performance Liquid Chromatography
Hypersensitive Reaktion

heat shock protein

in der Regel
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IAA

IEF
IEP
IMAC
LPC
LRR

MAMP
MAPK
max.
MES

MRNA
MS
N, lig
NADP
Nal
NC
NMT
nt
0.8.
OB
omMT
p.a.
PA
PAGE
PAMP
PCR
PE
PLA,
PM
PMSF
PP
PRR
psi
PTGS
gTOF
RBOH
RISC
RLK
RNA
RNAI
ROS
rpm

lodacetamid

Innendurchmesser

isoelektrische Fokussierung
isoelektrischer Punkt

immobilized metal ion affinity chromatography
Lysophosphatidylcholin

leucine rich repeat

Masse

microbe associated molecular pattern
mitogen activated protein kinase
maximal
2-Morpholinoethansulfonsaure
molare Masse

messenger RNA

Massenspektrometer

flussiger Stickstoff
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Natriumiodid

Nitrocellulose

N-Methyltransferase

Nukleotide

oben genannt

oxidative burst

O-Methyltransferase

unvergallt (pro analysi)

Polyacrylamid

Polyacrylamid Gel-Elektrophorese
pathogen associated molecular pattern
Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylen

Phospholipase A,

Plasmamembran
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polypropylen

pattern recognition receptor

Pfund pro Quadratzoll (pound force per square inch)
post transcriptional gene silencing
guadrupole TOF

Respiratory Burst Oxidase Homolog
RNA-Induced Silencing Complex
receptor like kinase

Ribonukleinsaure

RNA interference

reaktive Sauerstoffspezies
Umdrehungen pro Minute
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RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase - PCR

SD Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

SOD Superoxiddismutase

SS einzelstrangig

StLsg. Stammldsung

Tab. Tabelle

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, 1,2-Bis(dimethylamino)-
ethan

TFA Trifluoressigsaure

TLR TOLL-like receptor

TOF time of flight

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TyrP Tyrosinphosphat

WT Wildtyp

z Ladungszahl

z.B. zum Beispiel

B-ME B-Mercaptoethanol

Aem Emissionswellenlange

Aex Extinktionswellenlange

Nukleinbasen:

A Adenin R Purin (A oder G) M Aminogruppe (A oder C)
G Guanin Y Pyrimidin (Coder T) K Ketogruppe (G oderT)
C Cytosin S strong (C oder G) H nicht G (A, CoderT)

T Thymin W weak (A oderT) B nicht A(C, G oderT)

V nichtT(A,CoderG) D nichtC(A, GoderT) N beliebig (A, C,GoderT)

Aminosauren:

A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp Asparaginsaure P Pro Prolin

E Glu Glutaminsaure Q GIn Glutamin

F  Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S Ser Serin

H His Histidin T Thr  Threonin

I lle Isoleucin V  Val Valin

K Lys Lysin W Trp  Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr  Tyrosin

Alle weiteren im Text verwendeten Abkilrzungen werden dort erklart bzw. als allgemein
bekannt vorausgesetzt.
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Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

1-1
1-2
1-3

14

2-1

2-2
2-3
2-4

2-5

2-7
2-8

2-9

2-10
2-11
2-12
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2-14
2-15
2-16

2-17
2-18
2-19
2-20
3-1
3-2

3-3

3-5
3-6

Bildung reaktiver Sauerstoffspezies nach Baker, et al., 1995.

Mit Pilz kontaminierte Kalluskultur von Eschscholzia californica. 7
Schematische Darstellung der durch Elicitorkontakt ausgelosten
Signaltransferwege in suspensionskultivierten Zellen von Eschscholzia
californica nach Roos, et al., 2006. 9
Schema der Biosynthese der Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide Sanguinarin,
Chelirubin und Marcapin ausgehend von L-Tyrosin nach Zenk (1994) und

Facchini & St.Pierre (2005). 12
Kalibriergerade fiir Microplate Fluorescence Reader FLx 800 (Agx = 485 nm,
Aem = 580 nm, Sensitivity: 60). 16
Kalibriergerade fiir Ultrospec 3000 (Absorption 480 nm). 18
Kalibriergerade fiir Ultrospec 3000 (Absorption 562 nm). 19
Schema der experimentellen Vorgehensweis bei 2D-Elektrophorese-
Projekten. 21
pH Gradient Profile von Immobiline™ DryStrips als Funktion der
Streifenlange bei 20 °C und 8 M Harnstoff (Quelle: GE-Healthcare). 23
Schematische Darstellung der Blotting Apparatur. 24

Vergleich zwischen Gel- und Blotfarbstoffen bei der Fluoreszenzfarbung. 28
Vergleich des Hintergrundsignals nach Fluoreszenzfarbung mit und ohne

Blocking. 29
Moglichkeiten der Darstellungsverbesserung unter Delta2D. 31
Warping-Prozedur am Beispiel zweier biologischer Replikate. 32
Overlay und warping beider images desselben Blots. 33
"All-to-one" warp-Strategie. 34
Vergleich von manuellem und automatischem warping. 34
Fusion-images mit detektierten Spots. 35
Spot Detektion, Verifizierung mithilfe der 3D-Ansicht. 36
Vergleich der images eines Gels vor und nach dem Ausschneiden

von Spots. 38
Funktionsprinzip der GATEWAY™ Klonierungstechnologie. 48
Donorvektor pDONR™ 222. 49
Zielvektoren pHELSGATE 12 und pK7GWIWG2(ll). 49
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Keimlingen. 53
Struktur des Nigericin-Kalium-Komplexes. 61
Auslésung der Alkaloidbiosynthese in Kulturen von Eschscholzia californica;
Vergleich NigericinMethode mit Hefeelicitor. 62
Optimierung der Parameter der Puffer-Methode. 63
Auslosung der Alkaloidbiosynthese in Kulturen von Eschscholzia californica;
Vergleich PufferMethode mit Hefeelicitor. 63
Nachweis der Protein-Tyr-Phosphorylierung nach Elicitierung. 64
Phosphotyrosin Testpeptide. 65
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ELISA-Test der Spezifitdt das Antikorpers "PY-99". 65
Grafische Darstellung der Absorptionswerte nach ELISA. 66
Proteinspots deren Phosphorylierungsmuster sich abhangig von Elicitor- bzw.
pH-Behandlung dndert. 68
Phosphorylierungsprofil von pE1ul. 69
Phosphorylierungsprofil von pE1u2. 70
Phosphorylierungsprofil von pE1/E50ul. 70
Phosphorylierungsprofil von pE1/E50/pHul. 71
Phosphorylierungsprofil von pE50ul. 71
SDS-PAGE zum Vergleich der Anreicherung von Phosphoproteinen durch

MOAC und den "PhosphoProtein Purification Kit" (Qiagen, Hilden). 73
Anreicherung der Phosphoproteine 74
Verwendung unterschiedlicher pH-Intervalle und Beladungen. 75

Vergleich der AS-Sequenzen von "aluminium induced proteins", bzw. einem
"hypothetical protein" verschiedener Pflanzen nach Mascot-Suche mit MS-
Daten. 77
Ergebnis der PCR zur Identifizierung der Sequenz des "Al-inducced-like
proteins" Gens in Eschscholzia californica. 77
Alignment der Gensequenzen der "Al induced proteins" aus Gossypium
hirsutum und Codonopsis lanceolata mit dem sequenzierten PCR Produkt aus

Eschscholzia californica. 78
Ergebnisse des zweiten cDNA-Bank-screening-Durchgangs. 79
Alignment homologer DNA Bereiche der Klone 1/1 (A) und 1/3 (B) zur DNA
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