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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ein wesentlicher Aspekt molekularbiologischer Grundlagenforschung ist die Analyse
funktioneller Proteine. Zusammenhénge zwischen einzelnen Komponenten von
Signalkaskaden kdnnen durch den gezielten Proteinabbau analysiert werden. Daraus
lassen sich wichtige Schliisse auf Pathomechanismen ziehen oder Methoden zur
Resistenzerzeugung  ableiten.  Etablierte = Methoden  zur  Reduktion  von
Proteinabundanzen wirken auf DNA- (TALEN, CRISPR/Cas9) oder Transkriptebene
(RNAI). Diese Herangehensweisen setzen am Informationstrager flr ein bestimmtes
Protein ein und verhindern durch die Deletion eines Genabschnittes oder den Abbau
von mMRNA die Translation. Eine Ubertragung dieser Techniken auf die
Pflanzenforschung kann problematisch sein, da eine artspezifisch variable Anzahl von
Chromosomen bzw. Ploidiegraden die Herstellung homozygoter Pflanzen erschwert.
Des Weiteren sind diese Techniken hinsichtlich ihrer Spezifitdt noch nicht ausgereift,
sodass es zu unbeabsichtigten Effekten (,,off-target effects) kommen kann. Eine
Alternative bietet der Proteinabbau iber den 26S Proteasomsignalweg. Dysfunktionale,
falsch gefaltete, oder Proteine deren Halbwertszeit UGberschritten ist, werden
enzymatisch mit Ubiquitinmolekiilen markiert, durch das 26S Proteasom erkannt und
abgebaut (1). Eine wesentliche Schaltstelle der Ubiquitinierung stellen
substratspezifische Ubiquitinligasen dar. Erkenntnisse Uber die Modularitat der
Ubiquitinligasen gehen auf Winston et al. zuriick (2) und zogen kreative Versuche nach
sich, gezielt Proteine fur den proteasomalen Abbau zu markieren. Eine Methode, die
Substratspezifitat zu beeinflussen, wurde 2011 von Caussinus et al. publiziert. Durch
den Austausch der Substratbindedoméane mit einem anti-GFP Nanobody konnte der
Abbau von GFP-Fusionsproteinen in Insekten- und Humanzelllinien erzielt werden (3).
Speziell durch die hohe Selektivitdt des Nanobodies sind off-target Effekte sehr
unwahrscheinlich. Eine erfolgreiche Ubertragung auf das Pflanzenmodell wurde durch
Baudisch et al. 2018 publiziert (4). Aufgrund des verwendeten ubiquitdren Promotors
und der konstitutiven Expression einer chimaren E3-Ligase liegt ein Uberschuss der
chiméren E3-Ligase vor. Das Zielprotein wird kontinuierlich gebunden, ubiquitiniert
und proteasomal abgebaut. Entsprechende Effekte sind bereits in T Generationen
beobachtbar. Dadurch entféllt die Selektion homozygoter Pflanzenlinien ber mehrere
Generationen bei DNA-basierten Methoden, woraus ein erheblicher Zeitvorteil

resultiert.
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Optimierungspotential  besteht beim gewebs- und kompartimentspezifischen
Proteinabbau. Die erste Beschreibung eines zellkernspezifischen Proteinabbaus in
Human- und Insektenzellen erfolgte 2015 durch Ju Shin et al. (5). Anknipfend an
diesen Versuchsansatz, wird in der vorliegenden Arbeit ein experimenteller Beweis fur
einen kernspezifischen Proteinabbau in Pflanzen erbracht. Dafiir wurde die von Ju Shin
verwendete  Sequenz  einer E3-Ligase (SPOP) in  einen  geeigneten
Pflanzenexpressionsvektor  kloniert und spezifische Erkennungssequenzen fir
Restriktionsenzyme eingefugt, um einen flexiblen Austausch der n-terminalen
Antikorpersequenz zu ermdglichen. Ein erster Modellversuch erfolgte anhand des anti-
GFP-Nanobodies: VHHGFP4 (6). Der erste Abbauversuch wurde mit transgenen
Pflanzen durchgefiihrt, die EYFP-CENH3 (7) stabil (berexprimieren. Durch
Cotransformation dieser Pflanzen mit dem VHHGFP4-SPOP-Konstrukt wurden doppelt
transformierte Linien erzeugt, in denen EYFP-CENH3 kontinuierlich abgebaut wird.
Die Pflanzen der Folgegenerationen enthielten weiterhin das Priméartranskript fir
EYFP-CENH3, zeigten allerdings keine EYFP-spezifischen Fluoreszenzsignale mehr.
Der experimentelle Ablauf und die Ergebnisse werden in dieser Arbeit beschrieben und
wurden am 12. Februar 2021 publiziert (8).

Im Rahmen eines zweiten Versuchs sollte eine Proteinfusion aus dem pathogenen
Effektorprotein secreted AYWB protein 11 (SAP11) und GFP abgebaut werden. SAP11,
transloziert von Phytoplasma mali, beeinflusst indirekt die Konzentration zelluléar
verfugbarer Jasmonséure (JA) einer Wirtspflanze und reduziert dadurch eine
systemische Pathogenabwehr (9). Neben einer verstarkten Suszeptibilitat zeigen die
Pflanzen starke phanotypische Merkmale infolge einer Infektion. Innerhalb des zweiten
Abschnittes dieser Arbeit wurde experimentell erortert, inwieweit SAP11-induzierte
Phénotypen durch den gezielten SAP11-Abbau reversibel sind. Wie im ersten
Versuchsansatz wurden dazu transgene Pflanzen mit SAP11-GFP5-Uberexpression
hergestellt. Der bereits durch Meng Tan et al. beschriebene Phanotyp (10) konnte
dadurch reproduziert werden. Aufbauend auf dem erfolgreichen Abbau von EYFP-
CENH3 im ersten Versuch wurden die SAP11-GFP5-Pflanzen mit dem VHHGFP4-
SPOP-Konstrukt tibertransformiert und die Tochtergeneration analysiert. Dabei konnte
eine deutliche Abschwdachung des SAP11-induzierten Phanotyps sowie reduzierte
Fluoreszenzsignale im Vergleich zu den Kontrollpflanzen beobachtet werden. Als

pflanzenphysiologischer Parameter wurde die Jasmonsdureakkumulation in den




Zusammenfassung

transgenen Pflanzen analysiert. Dazu wurden Pflanzen gezielt verwundet und das
Jasmonatlevel Gber Massenspektrometrie quantifiziert. Es zeigte sich, dass alle Pflanzen
mit SAP11-GFP5-Uberexpression ca. 50% weniger JA-lle akkumulieren als
Wildtyppflanzen. Entgegen der Erwartungen trifft dies auch auf Pflanzen mit

rekonstituiertem Phéanotyp zu.

Ein dritter Versuchskomplex befasst sich mit einem auf Phagen-Display-basierten
screening zur Generierung eines Effektorprotein-spezifischen Antikorpers. Im
Gegensatz zu den ersten beiden Versuchen, sollte damit eine Mdglichkeit geschaffen
werden, Zielproteine ohne Affinitats-tag abzubauen. Als Zielstruktur wurde die
pflanzenpathogene Methyltransferase Plasmodiophora brassicae salicylate / benzoate
carboxy methyltransferase 1 (PbBSMT1) ausgewahlt. Um die Wahrscheinlichkeit zu
erhéhen, einen spezifischen Antikorper zu selektieren, wurden drei verschiedene
experimentelle Ansétze verfolgt. Der Versuch ein rational ausgewahltes Peptid als
Antigen flr das screening zu verwenden, fiihrte nicht zur Identifizierung spezifischer
Binder. Aus einem screening mit gereinigtem Volllangenprotein, ging ein spezifisch
bindender Antikorper (1B1) mit einer Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) von
ca. 600 nM hervor. Unter Verwendung einer Peptidmatrix als Antigen, welche 25
oberflachenexponierte Peptide gleichzeitig darstellt, konnten zwei spezifisch bindende
Antikdrper mit Affinitdten zwischen 1,7 und 1,9 mM selektiert werden. Trotz der
geringen Affinitaten stellt dieses Experiment einen Erfolg dar, da die VVerwendung einer
Peptidmatrix fur eine Phagen-Display-basierte Antikorperselektion bisher noch nicht
beschrieben wurde. In zukinftigen Experimenten konnte durch Affinitdtsmaturierung
die Bindungsstarke und Spezifitdt gesteigert werden und entsprechende Varianten mit

E3-Ligasen fusioniert werden, um Resistenztests in planta durchzufihren.
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1 Einleitung

1. Einleitung

Komplexe Proteine bilden eine essentielle Grundlage aller bekannten Lebewesen. Sie
bestehen aus verketteten Aminosauren, deren Sequenz unmittelbaren Einfluss auf die
Raumstruktur von Proteinen hat. Um eine korrekte Funktion zu gewéhrleisten, stehen
Proteine in einem stetigen Gleichgewicht zwischen Synthese und Degradation. Diese
elementare Balance unterliegt einem komplexen Regelmechanismus, um dem Aufbau
dysfunktionaler ~ bzw. der unspezifischen Degradation intakter  Proteine
entgegenzuwirken. Der Zeitpunkt, die Menge und die Art der synthetisierten Proteine
wird sowohl auf Genomebene, als auch auf Transkript- und Proteinebene reguliert. Das
Verstandnis der beteiligten Mechanismen ist der erste Schritt zur biotechnologischen

Anwendung.

1.1  Bereitstellung von Erbinformationen als Bauplan fir die
Proteinsynthese

Den Bauplan aller Proteine stellt der primédre Erbinformationstrager, die

Desoxyribonucleinsdure (DNA) dar. Proteincodierende Sequenzbereiche nehmen

allerdings nur ca. 1,5% des gesamten menschlichen Genoms ein. Die Ubrigen 98,5 %

sind nicht-codierend und werden in weitere Klassen unterteilt (Abb. 1).

Die komplexe DNA-Struktur liegt unterschiedlich stark kondensiert in
Proteinkomplexen (Histonen) vor. Diese DNA-Histon-Hybride (Nukleosomen) setzen
sich aus den Histonvarianten H2A, H2B, Histon 3 und Histon 4 zusammen (11).
Heterodimere aus H2A und H2B lagern sich sukzessiv zu Tetrameren zusammen,
ebenso H3 und H4. Diese zwei Tetramervarianten komplexieren zu oktameren
Strukturen. Dabei ist das Heterochromatin stérker kondensiert als das Euchromatin.
Diese Einteilung spiegelt eine wichtige Regulationsebene wider, da weniger stark
kondensierte DNA-Bereiche zugénglicher fir den Transkriptionsapparat sind.
Histonmodifikationen beeinflussen ebenfalls die Zuganglichkeit ~ von
Sequenzabschnitten. Kovalente Methylierungen und Acetylierungen von Lysin-,
Histidin- und Argininresten, sowie Phosphorylierungen an Serinen fiihren zu
Strukturanderung des  Chromatins, was eine (De-)Kondensierung eines
Chromatinabschnittes zur Folge hat (12). Dadurch wird die Zugénglichkeit nicht-
codierender DNA-Bereiche, wie Promotor-, Enhancer- oder Silencerregionen,

beeinflusst. Abhdngig vom Kondensationsgrad kénnen Transkriptionsfaktoren (TFIIA, -
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1B, -I1IC, IID, IIE, -lIF, -l1IH) upstream der codieren Sequenz binden und die
Interaktion mit Co-Aktivatoren oder Repressoren begunstigen. Durch die vollstdndige
Assemblierung dieses Prdinitiationskomplexes wird die Rekrutierung des RNA-
Polymerase-I1-Holoenzyms (Pol I1) ermdglicht, und damit die Transkription eines
Genabschnitts in ein mMRNA-Molekdl (13).

Unterteilung des Humangenoms
DNA Transposons

2,9% c;
LTR Retrotransposons 8,3 % ? Simple Sequence
Introns 25,9 % Repeats 3 %

Segmental

Duplications 5 %
Miscellaneous
. . Heterochromatin 8
Proteincodierende "

IE——— %
Gene 1,5% \
Miscellaneous
— e

11,6 %
LINEs 20,4 %

SINEs 13,1 %

Abb. 1: Uberblick tiber das humane Genom. 20000- 30000 proteincodierende Gene stellen ca. 1,5% des gesamten
Genoms dar. Die codierenden Bereiche (Exons) werden durch Introns (25,9 % des Gesamtgenoms) unterbrochen.
Retrotransposons bilden ca. 50 % und setzen sich aus LTR Retrotransposons, DNA Transposons, LINEs und SINEs
zusammen. Weitere 27,6 % bestehen aus einfachen Sequenzwiederholungen (repeats), segmental duplications,
Heterochromatin und verschiedener einzigartiger Sequenzen (unique sequences) zusammen. Modifizierte Abbildung
nach (14).

1.2 Kontrolle auf Transkriptionsebene
Die Synthese des Priméartranskriptes, der pra-messenger-RNA (pra&-mRNA), bildet eine
weitere Kontrollebene. Unterteilt in Initiation, Elongation und Termination, dirigiert sie
die Transkription eines Genes durch die DNA-abhéngige RNA-Polymerase-11 (Pol II).
Den ersten Schritt bildet die Assemblierung des Prdinitiationskomplexes. Dazu dient
eine Erkennungssequenz (TATA-Box) ca. 30 Basenpaare upsteam der codierenden
Region, die mit einem TATA-Bindeprotein interagiert (15). Dieses bildet eine
Untereinheit des Multiproteinkomplexes TFIID (transcription factor of RNA

polymerase 11-D). Die sukzessive Interaktion weiterer Transkriptionsfaktoren (TFs) mit
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dem vorassemblierten Komplex d&ndert die strukturelle Konformation des DNA-
Abschnittes, welche das Binden der Pol Il begunstigt (16). Nach der Bildung des
Préinitiationskomplexes, dissoziieren einige TFs, andere verbleiben in der
Promotorregion und die Pol Il katalysiert die Synthese eines mRNA-Strangs in 3’-
Richtung. Der sich anschlieBende Elongationsprozess findet nicht in uniformer
Geschwindigkeit statt. Pausing und Backtracking beschreiben Ph&nomene, die den
Translationsprozess unterbrechen und werden durch akzessorische Proteine reguliert
(17-19). Wéhrend der mRNA Synthese finden weitere strukturelle Modifikationen statt.
Co- bzw. post-transkriptionellen Prozesse beinhalten die Ausbildung von Cap-
Strukturen in Form eines 7-Methylguanosin-Rests am 5°-Ende und das Anhangen eines
Poly(A)-Schwanzes durch die Poly(A)-Polymerase am 3"-Ende. Cap-Strukturen dienen
der Stabilisierung der mRNA, sind am Export aus dem Zellkern beteiligt und bilden
eine Voraussetzung fir den spateren Translationsprozess sowie dem Splicing zum
Entfernen von Introns. Uber den post-transkriptionell angehingten Poly(A)-Schwanz
wird die Halbwertzeit einer mMRNA sowie die Termination der Transkription reguliert
(20). Weiterhin ist bekannt, dass die Interaktion des Poly(A)-Schwanzes mit einem
Poly(A)-Bindeprotein eine Voraussetzung fiir den Translationsstart ist (21). Viele dieser
Prozesse werden u.a. durch carboxy tail domain (CTD)-Kinasen und Phosphatasen uber
Phosphorylierungsstellen der -Untereinheit der Pol Il dirigiert (22). Entsprechend des
reversiblen Phosphorylierungszustandes der CTD werden Proteine gebunden, die den
Elongationsprozess beeinflussen. SchlieRlich wird das Primartranskript Gber die
Kernmembran aus dem inneren des Zellkerns ins Zytosol transportiert. Dabei ist zu
beachten, dass auch der Transport Uber die Kernmembran durch Kernporen (nuclear
pore complex: NPC) einer strengen Kontrolle unterliegt (23). Es folgt die Translation

der mRNA in eine Aminosduresequenz.

1.3 Kontrolle auf Translationsebene
Ahnlich der Transkription kann die Translation in die drei Teilschritte Initiation,
Elongation und Termination unterteilt werden. Mit der mRNA als Matrize synthetisiert
das 80S-Ribosomen dabei eine Polypeptidkette aus Aminoséauren. Vor der Bildung des
Initiationskomplexes missen die Sekundarstrukturen der RNA, die sich durch
intramolekulare Basenpaarung bilden, aufgelost werden. Die eukaryotischen
Initiationsfaktoren elF4A, B und G lagern sich an der 5°-Cap Struktur des mRNA
Molekils an und rekrutieren die 40S-Untereinheit sowie die Initiator-tRNA, um den
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Initiationskomplex zu bilden. Diese wandert in 5° - 3° Richtung entlang der mRNA
und trennt Doppelstrangstrukturen. Sobald der Komplex auf ein Startcodon (AUG)
trifft, wird die zweite Untereinheit des Ribosoms, das 60S Ribosoms rekrutiert.
Initiationsfaktoren dissoziieren und der Komplex (80S Ribosom und mRNA) tritt in die
Elongationsphase ein, in der Peptidbindungen zwischen den tRNA-vermittelten
Aminoséuren ausgebildet werden. Ein ratenlimitierender Faktor fiir die Elongation ist
die tRNA-Verflgbarkeit (24). Die Termination erfolgt am 80S-Ribosom durch
Interaktion eines universellen eukaryotic release factor (eRF1) mit einem von drei
Stopcodonen (UAG; UAA; UAG). Zusammen mit der Ribosomen-abhangigen GTPase
eRF3, wird das Polypeptid vom Ribosom getrennt und steht der weiteren Prozessierung

zur Verfugung.

1.4  Kontrolle auf Proteinebene
Die Funktion eines Proteins steht im direkten Zusammenhang mit dessen
Aminosauresequenz und Struktur. Posttranslationale Modifikationen (PTM) am
Carboxy- bzw. Amino-Terminus, oder an intrinsischen Aminosaureresten erfullen
funktionelle und strukturgebende Aufgaben. Dabei werden funktionelle Gruppen z.B.
durch Phosphorylierung modifiziert. Andere Modifikationen sind Glykolysierungen, die
das Anfugen von Kohlenhydraten (Glykane) an die Polypeptidkette beschreiben.
Glykolysierungen von Proteinen sind eine Voraussetzung bestimmter Faltungsprozesse
und der Proteinreifung und beeinflussen u.a. die Proteinstabilitat. Sie sind an
Zelladhasion durch Glycan—Proteinbindung sowie an Rezeptorbindung und Aktivierung
beteiligt oder vermitteln den Proteintransport. Zu weiteren PTM gehdren die Bildung

von Disulfidbriicken durch Disulfidisomerase oder die Konjugation mit Ubiquitin (25).

Die Strukturebenen eines Proteins sind entsprechend ihres Komplexitatsgrades zu
klassifizieren (26). Die Priméarstruktur wird durch die Abfolge der Aminoséuresequenz
bestimmt. Physikalische und chemische Eigenschaften der proteinogenen Aminosauren
bestimmen die Charakteristik einer Polypeptidkette und wirken sich direkt auf die
Ausbildung von Sekundarstrukturelementen aus. Die Hauptsekundéarstrukturelemente
sind spiralformige o-Helices und p-Faltblatter, die von intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert werden. Eine Faltung in die Tertidrstruktur
wird durch hydrophobe Interaktionen der Sekundérstrukturelemente ermdglicht, die
naturlicherweise Amphiphile, Hydrophobe oder Hydrophile enthalten und findet bereits
kotranslational statt. Spontane Proteinfaltung durch hydrophobe Effekte fiihrt zu der
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thermodynamisch und energetisch favorisierten Raumstruktur. Diese Konfiguration
muss nicht der funktionellen Form des maturierten Proteins entsprechen. Um eine
fehlerhafte oder abweichende Faltung zu verhindern, lagern sich Faltungshelfer
(Chaperone) an instabile Bereiche des Polypeptids an und stabilisieren damit eine
definierte  Struktur (27). Eine andere Klasse von Chaperonen bilden
Hitzeschockproteine, die eine bestimmte Faltung wahrend hoher Temperaturen
unterstiitzen bzw. stabilisieren. Eine funktionelle Einheit wird oft erst durch die
Anlagerung mehrerer Proteine erreicht. Diese Multimerisierung zu einer Quartarstruktur
umfasst die Assemblierung von zwei oder mehreren Proteinuntereinheiten in eine
grolRere funktionelle Struktur, tGber nicht-kovalente Proteininteraktionen. Eine korrekte

Assemblierung der Untereinheiten ist ebenfalls strikt reguliert.

1.5  Analyse von Einzelproteinen und ihr Einfluss auf Signalkaskaden
Der hohe Komplexitéatsgrad stellt entsprechende Anforderungen an die korrekte Struktur
und Funktion einzelner Proteine. Erbkrankheiten die im Zusammenhang mit
dysfunktionalen  Proteinen stehen, zeigen welchen Einfluss bereits kleine
Sequenzabweichungen haben konnen. Dies kann an dem Pathomechanismus der
Mukoviszidose veranschaulicht werden. Unterschiedliche autosomal-rezessiv vererbte
Gendefekte fuhren zu Mutationen auf dem CTFR-Gen (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator gene) (28). Eine der haufigsten Mutationen fiihrt zu der Deletion
von drei Nukleotiden an Position 508 der kodierenden DNA. Auf Transkriptebene
bedeutet dies den Verlust des Basentriplets, das fur Phenylalanin kodiert. Dem
translatierten Protein fehlt an der entsprechenden Position die essenzielle, hydrophobe
Aminosaure Phenylalanin, was eine gestorte Faltungskinetik des CFTR-Proteins zur
Folge hat. Die daraus resultierende Verzogerung im Faltungsprozess des CFTR-Proteins
fuhrt zu der verfrihten Rekrutierung der Protein-Ubiquitinligase  durch
Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), gefolgt von proteasomaler Degradation. Dadurch wird
das Protein abgebaut noch bevor es vollstandig glykosyliert werden kann (29). Das
CFTR-Protein ist membranassoziierter Chloridkanal, zustdndig fur transepithelialen
Transport. Ohne CTFR wird kein ASL (airway surface liquid) auf die der Atemluft
zugewandten Seite des Lungenepithels transportiert (30). Die genaue Kenntnis der
molekularen und zellbiologischen Pathomechanismen ermdéglichte die Entwicklung von
Wirkstoffen die beispielsweise die unzureichende Chaperonaktivitat stimuliert
(Lumacaftor®) oder den Transport durch den Chloridkanal erhoht (Ivacaftor®). Ein
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tieferes Verstandnis der molekularen Grundlagen des Proteinabbaus ist von
allgemeingultiger Bedeutung fiir alle Biowissenschaften. Diese Erkenntnisse finden
sowohl in der Arzneimittelforschung, als auch in der Biotechnologie, Landwirtschaft

und der Kulturpflanzenforschung potentielle Anwendungsfelder.

1.6 Proteinabbau: das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Ungefahr 80%-90% des Proteinabbaus eukaryotischer Zellen werden durch das UPS
vermittelt (31). Regulatorisch- und metabolisch-aktive Proteine sowie Strukturproteine
haben variable Halbwertzeiten von Minuten bis zu mehreren Jahren (32-34). Nach
uberschrittener Lebensdauer bzw. zunehmender Instabilitat erfolgt ein kontrollierter
Proteinabbau durch das UPS. Aminosdauren werden dem Metabolismus zuriickgefiihrt
und die Akkumulation dysfunktionaler oder falsch gefalteter Proteine minimiert.
Vereinfacht dargestellt werden Zielproteine in einem zweistufigen Prozess dem Abbau
zugefuhrt. Zuerst werden sie durch eine selektive Enzymkaskade markiert und
anschlieBend Uber das ebenfalls selektiv arbeitende 26S Proteasom degradiert. Diesen
beiden Ubergeordneten Kontrollinstanzen schlieBen sich eine Reihe weiterer
Mechanismen an, um einem unspezifischen und unkoordinierten Abbau durch das 26S
Proteasom entgegenzuwirken. Das spezifische Degradationssignal liegt in Form einer
sukzessiven Konjugation von Zielproteinen mit Ubiquitinmolekilen vor (35, 36). Die
Enzymfamilien E1, E2 und E3 lbernehmen diesen hoch selektiven Prozess, indem sie
die Konjugation von Ubiquitinmolekilen mit einem Zielproteinen dirigieren (37). Dabei
ist Ubiquitin (Ub) ein evolutiondr konserviertes, relativ kleines Protein von 76
Aminosauren mit einem Molekulargewicht von ca. 8,6 kDa (38), das in allen hdheren
Organismen vorkommt (Hefe-, Human- und Pflanzen Ubiquitin unterscheiden sich in
drei Aminoséuren (39, 40)).

Der erste Schritt der Ubiquitinierung eines Substrates erfolgt ATP-abhangig durch das
Ubiquitin-aktivierende Enzym E1. Es katalysiert die Ausbildung einer
Thiolesterbindung zwischen der Carboxygruppe des C-terminalen Glycins eines
Ubiquitin-Molekuls und einem Cystein des E1. Die Umesterung des aktivierten
Ubiquitin auf ein Cystein des Ubiquitin- konjugierenden Enzyms E2 resultiert in einem
E2-Ub Intermediat, welches zusammen mit dem E3-Ligasekomplex das Ub auf ein
Akzeptormolekiil ibertrigt. Dazu wird eine Isopeptidbindung zwischen e-
Aminogruppen an Lysinen des Substrates und C-terminalen Glycin des Ub gebildet.

Neben der N-end rule diktieren dabei zwei Doménen des E3-Ligasekomplexes die
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Substratspezifitat. Entscheidend ist einerseits die Kombination aus E2 und E3 und
andererseits die Interaktion zwischen E3-Ligase mit dem Substrat. Die
Substratspezifitat der E3-Ligase ist abhdngig von bestimmten Sequenzbereichen die
durch reaktive Seitenketten der Aminoséuren ein bestimmtes Bindemotiv bilden. Zu den
am besten charakterisierten Bindemotiven zwischen Zielprotein und E3-Ligase gehdren
repetitive Sequenzelemente wie WD40 repeats (41).
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Abb. 2: Der Proteinabbau Uber das UPS. (A): Ubiquitin wird ATP-abhéngig durch E1 aktiviert und durch
Umesterung auf E2 Ubertragen. Das Ub-E2 Intermediat komplexiert mit der E3-Ligase, welche das Ubiquitin auf ein
Akzeptormolekil wbertrégt. (B): Ubigitinierte Molekiile werden (ber DUBs deubiquitiniert oder durch das 26S
Proteasom degradiert. Grafik erstellt mit Biorender.com.

Ein weiterer Einflussfaktor fiir die Markierung von Zielproteinen ist die Identitat der
Aminoséure am N-Terminus (N-end rule) (42). Aminosauren wie Methionin, Serin,
Alanin, Valin, Thyrosin oder Glycin am N-Terminus stabilisieren und verlangern die
Halbwertzeit. Negativ wirken sich Arginin, Lysin, Phenylalanin, Leucin oder Aspartat
auf die Halbwertzeit aus. Eine Besonderheit dieser sogenannten N-Degrons ist der
partielle oder der sukzessive Abbau mehrerer Proteindomanen. Dabei werden die
Proteinuntereinheiten gezielt degradiert, wahrend der Rest des Proteinkomplexes seine
Integritét beibehalt. Das betrifft beispielsweise die Untereinheit-spezifische Degradation
von Transkriptionsfaktoren (43) oder Cyclinen (44) und verdeutlicht den Einfluss des
UPS auf die Genregualtion respektive der Zellzykluskontrolle.

Essenziell fur die weitere Prozessierung von Zielproteinen ist die Art und Anzahl der
Ubiquitinierungen. Konjugate mit  einem einzelnen Ubiquitinmolekul
(Monoubiquitinierung) dienen als Signal fur den Umsatz im Lysosom oder in der
Vakuole. Des Weiteren ist diese Form der Ubiquitin-Konjugation an nicht-
proteolytischen  Prozessen wie dem Membrantransport, Histonmodifikation,
Transkriptionsregulation, DNA-Reparatur und DNA-Replikation beteiligt (45, 46).
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Polyubiquitinketten basieren auf Verbindungen zwischen internen Aminogruppen des
Ubiquitins. Zur Verfugung stehen acht Aminogruppen, die potentiell fir die
Konjugation an ein weiteres Ub-Molekil zuganglich sind: den N-Terminus des
proximalen Ub, K6, K11, K27, K29, K33, K48 und K63. Polyubiquitinketten die intern
uber K48 verbunden sind, bilden das h&ufigste Signal fur die proteasomale Degradation
(47). Andere wie beispielsweise Uber K63 verbundene Ketten regulieren die Endozytose
einiger Plasmamembran-Proteine oder sind an anderen basalen, zelluldren Prozessen
beteiligt (48-50). Dabei ist die Ubiquitinierung ein reversibler Prozess. Eine Gruppe von
deubiquitinierenden Proteasen (DUB), spalten die Isopeptidbindung zwischen Substrat
und Ubiquitin. Sie sind beispielsweise an der Regeneration von Ubiquitinmonomeren
aus Polyubiquitinketten beteiligt, die nicht mit einem Protein verbunden sind. Damit
bilden sie einen Gegenspieler in ubiquitinabhéngigen Signalwegen, vergleichbar mit
dem Prinzip der Phosphorylierung/Dephosphorylierung. Nicht zuletzt sind sie an der
Bereitstellung von Ubiquitin aus dem Vorlauferprotein Pro-Ubiquitin beteiligt. Dieses
liegt fusioniert mit dem Ribosom oder als lineares Polyubiquitin vor und wird durch

DUBs in reife Monomere gespalten (51).

Das 26S Proteasom ist ein 2.5 MDa groRer Multiproteinkomplex und besteht aus
insgesamt 33 derzeit bekannten, unterschiedlichen Untereinheiten, die in zwei
Subkomplexe unterteilt werden kénnen (31). Ein Subkomplex ist das 20S Proteasom
und wird vom proteolytisch aktiven core particle (CP) gebildet. Der andere
Subkomplex besteht aus einem oder zwei terminalen 19S regulatory particles (RP). Das
ca. 730 kDa 20S Proteasom weist eine tonnenférmige Struktur auf und besteht aus vier
heptameren Ringen. Diese sind in einer zylinderartigen affa-Struktur angeordnet, die
im Reich der Metazoa hoch konserviert ist. Jeweils 7 a-Untereinheiten bilden einen von
zwei der duBeren a-Ringe, sieben f-Untereinheiten bilden zwei innen liegende B-Ringe.
Die proteolytische Aktivitdt des Proteasoms basiert auf katalytisch aktiven, N-
terminalen Threonin-Resten der B-Untereinheiten, die N-terminale nukleophile (Ntn)
Hydrolaseaktivitit aufweisen. Andere B-Untereinheiten sind mit Caspase-like, trypsin-
like und chymotrypsin-like Aktivitaten assoziiert, welche Peptidbindungen C-terminaler
saurer, basischer und hydrophober Aminosduren spalten konnen. Die B-Ringe stellen
das katalytische Zentrum des 26S Proteasoms. Die a-Ringe bilden eine vergleichsweise
enge Offnung Uber die ein Substrat im Normalfall aktiv transportiert wird. Der RP-
Komplex weist eine GroRe von ca. 930 kDa auf und wird von 19 verschiedenen
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Untereinheiten gebildet. Die enzymatisch aktive Einheit beider Subkomplexe ist das
26S Proteasom, und es wird durch Bindung von 19S RP an einem oder beiden Enden
des CP gebildet. Entscheidend fiir die Substraterkennung, Entfaltung und das Offnen
des CP ist das 19S RP. Es besteht aus 19 Untereinheiten die in zwei Gruppen unterteilt
werden koénnen: den regulatorischen Partikeln der ATPase Untereinheiten (Rptl-6
(regulatory particle triple-A-protein)) und regulatorischen Partikeln der nicht-ATPase
Untereinheiten (Rpn 1-15 (Regulatory particle non-ATPase)). Diese (bergeordneten
Strukturen des 19S RP werden in zwei Subkomplexe unterteilt: dem ,,Deckel* und der
,,Basis“. Hierbei besteht der Deckel aus neun non-ATPase Untereinheiten und die Basis
aus sechs verschiedenen AAA+ ATPase-Untereinheiten (Rptl-6) sowie drei non-
ATPase-Untereinheiten (Rptl, Rpt2, Rptl3). Rpnl0 ist an der Schnittstelle von
Deckelstruktur und Basis positioniert und stabilisiert deren Verbindung (52). Die
Erkennung von Zielproteinen erfolgt auf Basis einer zuvor angehdngten Kette aus
Ubiquitinmolekilen (53). Zu den bekannten intrinsischen Untereinheiten bzw.
Rezeptoren, die mit Ubiquitin-Konjugaten interagieren, gehdren das zuvor erwéhnte
Rpn10 und Rpnl13 (54). Rpn10 enthalt ein flexibles C-terminales ubigiutin interaction
motif (UIM), wéhrend Rpn13 hochaffin gegeniiber Diubiquitin durch eine N-terminale
Pru-Doméne (pleckstrin-like receptor for the ubiquitin domain) ist (55, 56).
Extrinsische Rezeptoren sind ubiquitin-like (UBL) und ubiquitin associated (UBA)
Ubigiutinrezeptoren. Dazu zéhlen Rad23, Dsk2 und Ddil. UBL Domanen interagieren
direkt mit Untereinheiten des RP Komplexes. UBA bindet hingegen Polyubiquitin-
Konjugate. Beide Proteinfamilien arbeiten kooperativ mit intrinsischen Rezeptoren und
vermitteln somit die Erkennung polyubiquitinierter Proteine. Als katalytisch aktiver Teil
der Deckelstruktur ist Rpn11l am Prozess der Deubiquitinierung beteiligt. Rpn11 gehoért
damit zur Familie deubiquinylating enzymes (DUB) und hydrolysiert durch
Metalloisopeptidaseaktivitdt Peptidbindungen zwischen Substraten und einem C-
terminalen Glycin eines gebundenen Ubiquitins (57, 58). Die Lokalisierung von Rpnll
in der Néhe der Offnung des CP, begiinstigt die Thiol-abhangige Hydrolyse von Estern,
Thioestern, Amiden, Peptiden und Isopeptid-Bindungen Ubiquitin vom Substrat (59).
Innerhalb des CP werden die Proteine in Peptide von zwei bis zehn Aminoséuren Lange
prozessiert (60). Immunologisch betrachtet sind diese Peptide von groRem Interesse, da
sie von major histocompatibility complex (MHC) class | zur Préasentation intrazellularer
oder endogener Antigene verwendet werden konnen. Aktuelle Studien weisen allerdings

drauf hin, dass auch intrinsisch unstrukturierte Proteine (61) oder durch Oxidation
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beschadigte Proteine (62) direkt im CP degradiert werden (63). Neben der
Substraterkennung tber das 19S RP, wird der proteolytische Abbau auch durch die
Assemblierung des 26S Proteasoms selbst reguliert. Mit einer Halbwertzeit von 12-15
Tagen zéhlt es zwar zu den stabileren Proteinen (64). Allerdings wird seine Aktivitat
durch rdumlich und zeitlich definierte Assemblierung seiner 66 Untereinheiten definiert.
Der schrittweise Aufbau des 26S Proteasoms wird durch proteasomspezifische

Chaperone organisiert.
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Abb. 3: Der modulare Aufbau des 26S Proteasoms. (A): Entsprechend ihrer Sedimentationskoeffizienten werden
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Untereinheiten des 26S Proteasoms in 19S Regulatory Particle und 20S Proteasom unterteilt. Das proteolytisch
aktive 20S Proteasom ist aus vier heptameren Ringen aufgebaut. Sieben a-Untereinheiten bilden die duBeren a-Ringe.
Sieben B-Untereinheiten, bilden jeweils einen der zwei innen liegende B-Ringe und bilden das katalytische Zentrum
des 26S Proteasoms. Das 19S RP besteht aus 19 Untereinheiten die in zwei Gruppen unterteilt werden.
Regulatorische Partikel der triple ATP-ase Untereinheiten Rptl-6 (griin) und regulatorische Partikel der nicht-
ATPase Untereinheiten Rpn 1-15 (griin und violett). Die Verbindung zwischen Deckel und Basis bildet Rpn10.
Abbildung aus: (52). (B): Auf Strukturdaten basierte Darstellung des assemblierten 26S Proteasoms. Abbildung aus:
(65).
1.7  UPS gekoppelte Signaltransduktion in Pflanzen

Das UPS macht ca. 5% des pflanzlichen Proteoms aus (66). Neben
Kontrollmechanismen auf zelluldrer Ebene wurde gezeigt, dass das UPS System an
nahezu allen Entwicklungsprozessen und der Homgostase beteiligt ist. Dies zeigt sich
am Beispiel der Auxinanwort, die durch das UPS gesteuert wird (67). Durch
dynamische Konzentrationsénderungen des Phytohormons Auxin werden Teile des
Zellwachstums in Abhéngigkeit von Umwelt- und Entwicklungseinflissen gesteuert.
Die Komplexitét dieses Mechanismus zeigt sich auf molekularer Ebene. Unter niedrigen
Auxinkonzentrationen hemmen  AUX/IAA  (Auxin/Indole-3-Acetic  Acid)-Co-
Transkriptionsrepressoren das Ablesen von Genen der Auxin Response Factors (ARFs).

Steigende Auxinkonzentrationen wirken sich synergistisch auf die Affinitdt von
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TIR1/AFB (Transport Inhibitor Response 1/ Auxin Signaling F-Box) gegenulber
AUX/IAA aus. TIR1/AFB bildet eine Untereinheit der E3-Ligase SCFT'RVAFBL3 (SKP1:
S-phase kinasel, CUL1: Cullinl, F-box Protein) und vermittelt die Substratspezifitat
uber Leucin-reiche, repetitive Sequenzelemente. Im Komplex mit dieser E3- Ligase
wird AUX/IAA schrittweise ubiquitiniert. Die Ubiquitin-konjugierten AUX/IAA
Proteine werden vom 19S RP gebunden und sukzessive im 26S Proteasoms degradiert.
Auxin vermittelt also die Interaktion zwischen SCFT'RVAFBL3 ynd den AUX/IAA und

wirkt somit als Signalgeber fir den Abbau der Repressoren.

1.8  Gezielter Proteinabbau als Instrument der Proteinanalytik
Die Analyse derartig komplexer Signalwege wurde durch verschiedene Methoden
realisiert, die es erlauben die Funktion bestimmter Proteine gezielt zu hemmen oder

auszuschalten.

Auf DNA-Ebene bestimmen Mutationen des Genoms die Proteinfunktion und damit
den Phénotyp des Modellorganismus. Die natirliche Mutageneserate ist zum Teil
aulerst gering und bedeutet eine zeit- und materialaufwéndige Suche nach
phanotypischen Abweichungen (forward genetics). Die Anwendung von Chemikalien
wie Ethylenmethylsulfonat (EMS) oder radioaktiver Strahlung erhohte die Anzahl von
Mutationen dramatisch, erfolgte aber ungerichtet und nicht kontrollierbar, wodurch
gezielte Anderungen am Genom nicht realisierbar sind (68). Die sequenzspezifische in
vitro Mutagenese ermdglichte erstmals die gezielte Verédnderung von Genen (69). Sehr
diverse Strategien wurden entwickelt, diese Genfragmente in den Zielorganismus zu
transportieren: Co-Kultivierung mit Agrobacterium tumefaciens, ballistische Methoden
(gene bombardment) oder direkter Gentransfer durch Elektroporation, Mikroinjektion
oder Behandlung von Proplastiden mit Polyethylenglycol (PEG) (70-74). Entsprechende
Fragmente kdnnen u.a. tber homologe Rekombination in das Genom integriert werden.
Nachteile dieser Methoden sind allerdings, dass die Rate spontaner Integrationen
exogener DNA sehr gering ist und spontan an verschiedenen Loci erfolgt. Aullerdem
hangt die Aufnahme stark vom Organismus bzw. Zelltyp und Entwicklungsstadium ab.
Fortschritte wurden durch Zinkfingernukleasen erzielt, die definierte DNA-Sequenzen
erkennen und Doppelstrangbriiche einfiigen (75). Die Entdeckung des Effektorproteins
AvrBs3, einem Vertreter der Transkription activator like effector (TAL) Proteine, aus
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria konnte die Sequenzspezifitdit nochmals

erhohen. Repetitive Sequenzelemente dieses Effektors sind fiir die Bindung spezifischer
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Zielsequenzen im Wirtsgenom verantwortlich. Jens Boch et al. sowie Matthew J.
Moscou und Adam J. Bogdanove et al. ist es gelungen das Bindungsmuster zu
entschlisseln (76, 77). Eine Fusion der TALE-Domane mit einer Nuklease (TALEN)
ermoglicht das zielgerichtete Einfligen von Doppelstrangbriichen. Durch endogene
Reparaturmechanismen (error-prone non-homologous end-joining) konnen die
entsprechenden Genabschnitte repariert werden, wodurch Insertionen oder Deletionen
eingefligt werden konnen. Flr jede Zielsequenz muss allerdings ein eigenes Set von
Erkennungssequenzen designt werden. Da die erforderlichen Schritte bei der
Entwicklung von ZNFs und TALENS nicht trivial sind, fanden diese Techniken bisher
keine breite Anwendung. Der aktuellste Durchbruch basiert auf der Entdeckung
bestimmter Sequenzmotive innerhalb des Escherischia coli genoms, den clustered
regulary interspaced short palindromic repeats (CRISPR) (78, 79), die mit der
Endonuclease Cas9 (CRISPR associated protein 9) assoziert sind. In dieser
funktionellen Einheit, vermittelt CRISPR die Bindung an definierte DNA-Sequenzen,
wahrend Cas9 Strangbriiche einfligt. Biotechnologische Adaptionen basieren auf der
Veranderung einzelner Bestandteile des Typ Il Cas-Systems. Zum einen wird die
CrRNA so verdndert, dass sie mit einem bestimmten Genlocus im Wirtsgenom
hybridisieren kann. Da sie mit komplementaren DNA-Abschnitten hybridisiert, dient sie
als guide RNA. Ein zusétzliches repair template enthélt ein DNA-Fragment das der
Wirtszelle als Matrize fur die anschlieende Reparatur des Strangbruchs iber homologe
Rekombination dient. TracrRNA (trans activating crRNA) und crRNA formen einen
aktiven Komplex. Zusammen mit Cas9 bilden die beschriebenen Elemente eine
funktionelle Einheit, die gezielt Strangbriche einfugt und Gber zelleigene
Reparaturmechanismen die Mdéglichkeit bietet, neue Sequenzen einzufiigen. Trotz aller
Fortschritte ist auch die Genomeditierung tUber CRISPR Cas9 durch off-target Effekte
limitiert (80-84). Eine Inaktivierung von Proteinfunktion auf genetischer Ebene ist
zudem sehr zeitaufwandig und bestimmte Mutanten lassen sich nicht erzeugen, sollte

das entsprechende Gen essenziell fir frihe Entwicklungsstadien sein.

Einflussmoglichkeiten auf RNA Ebene basieren auf dem RNAIi (RNA-Interferenz)
Signalweg, tber den es moglich ist die Expression einzelner Gene gezielt zu inhibieren
(85). Innerhalb des RNAI-Signalweges schneidet die Endoribonuclease Dicer
doppelstrangige (ds)RNA- in kurze dsSRNA-Molekiile, die ca. 20 Nucleotide lang sind.
Die doppelstrangigen Fragmente (SIRNA oder miRNA) komplexieren mit dem
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Argonautenprotein (AGO) welches den RNAI silencing complex (RISC) bildet. Dort
werden die doppelstrangigen Vorldaufer in zwei einzelstrangige RNAs gespalten, wovon
der Leitstrang (guide strand) am RISC verbleibt, wéhrend der andere (passanger
strand) degradiert wird. Hybridisiert dieser Komplex mit einer komplementaren mRNA,
wird diese Uber eine AGO2 Untereinheit des RISC-Komplexes abgebaut. Dessen C-
terminale PIWI Domaéne entfaltet eine Mg?*-abhiangige Endonukleaseaktivitat und fiihrt
zum Abbau des mRNA-Molekiils. Gezieltes Design von siRNA-Molekilen ermdglichte
erstmals den Abbau bestimmter mRNAs in Humanzelllinien (86). Seit dieser
Entdeckung wurde besonders die medizinische Anwendung forciert. Zahlreiche
Patentanmeldungen und klinische Studien sind in Arbeit. Die Behandlung von HIV-
Infektion (Phase I/11; NCT02797470, Phase I; NCT00569985, Phase I; NCT03517631),
altersbedingte Makuladegeneration (Phase I, 1I; NCT02599064) oder Hamophilie
(Phase I11; NCT03417245, NCT03417102, NCT03549871, NCT03754790) sind nur
wenige Beispiele (87). Zu den Nachteilen von RNAI basierten Techniken gehort die
Effizienz. So werden beispielsweise nicht alle mMRNA-Molekdile adressiert, wodurch es
nur zu einer Reduktion des entsprechenden Proteinlevels (knock-down) kommt.
Weiterhin ist die Methodik anféllig fur off-Target Effekte, also Verénderungen im
Transkriptom die nicht der Zielsequenz entsprechen. Dies ist insbesondere der Fall,

wenn die dsRNA repetitive Sequenzen enthalt (88).

Andere Ansétze auf Proteinebene wurden entwickelt, um direkt Einfluss auf bestimmte
Proteinfunktionen zu nehmen. Neutralisierende monoklonale Antikdrper finden bereits
breite Anwendung in Medizin und Forschung. Auch in Pflanzen konnte gezeigt werden,
dass bestimmte Einzeldoménen-Antikorper gegen Pflanzenviren erfolgreich exprimiert
werden konnen. Einen funktionellen Beweis daflir zeigten Tavladoraki et al. indem sie
Einzeldoménen Antikorper gegen Virionen des Artichoke mottled crinkle virus
(AMCYV) isolierten und transgene Tabakpflanzen herstellten, die diesen Antikdrper
akkumulierten (89). Anschlielende Resistenzanalysen zeigten eine inhibitorische
Wirkung auf den Befall durch AMCV und signifikant reduzierte Symptome. Fur ein
ahnliches Experiment haben Artsaenko et al. phanotypische ABA (Abscisinsaure)-
Mutanten auf Basis von anti-ABA-scFv (single chain variable fragment) Antikdérpern
erzeugt (90). Dafur wurden die variablen Ketten VH und VK des monoklonalen anti-
Abscisinsdure Antikorpers 15-1-C5 zu einem scFv zusammengefligt und in transgenen

Tabakpflanzen im ER akkumuliert. Dadurch wurde ein artifizieller ABA-Sink im
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Endoplasmatischen Retikulum (ER) gebildet und somit ABA-Funktionen im Zytosol
gehemmt. Dies hatte Entwicklungsdefizite, Missbildungen der Stomata und
Trockenstressempfindlichkeit zur Folge. Eine wichtige Erkenntnis dieser Arbeit war,
dass der beobachtete Phanotyp dem einer ABA-Mangelmutante entspricht (91). Durch
samenspezifische Immunmodulation wurden ebenfalls ABA-Defizienzphénotypen
(Viviparie) erzeugt (92). Eine spezifische ABA-Immunmodulation konnte weiterhin fir

Erbsen und Getreide gezeigt werden (93, 94).

2004 gelang es Miroshnichenko et al. die Funktion von sHSPs (small heat shock
proteins) in Tabakpflanzen, mittels hochaffiner Einzeldoménen-Antikorper auf
Proteinebene zu unterdricken (95). Ein entscheidender Vorteil dieser Strategie
gegenliber knockout-Mutanten bestand darin, dass die zellulare sHSP-Konzentration
unveréndert blieb. Durch die interferierenden Antikorpervarianten wird lediglich die
Assemblierung bzw. Dissoziation hochmolekularer sHSP-Multimere gestort. Daraus
resultierten neue Maoglichkeiten, Stressreaktionen auf Hitze in entsprechenden
phanotypischen Mutanten beobachten zu koénnen. Weitere Madglichkeiten fur die
Reduktion bestimmter Proteinfunktionen auf Proteinebene stellen das sequestering,
cleaving oder protein knock-outs dar. Sequestering beschreibt eine Strategie, in der die
Zielmolekdle in ein Zellkompartiment Gberfiihrt werden indem sie ihre urspringliche
Funktion nicht mehr ausiiben kénnen (96-98). Cleavage umfasst den Einsatz einer TEV
(tobacco etch virus)-Protease die bestimmte Sequenzmuster erkennt und proteolytisch
spaltet (99, 100). Um Proteine auf diese Weise gezielt zu manipulieren, wird zuvor eine
Variante des Zielmolekils erstellt, die diese Erkennungssequenz enthalt. Das
entsprechende Gen wird zusammen mit der codierenden Sequenz fur die TEV-Protease
und einem induzierbaren Promotor in das Genom des Zielorganismus integriert. Die
Idee, bestimmte Proteine durch gezielten Abbau Uber das UPS ganzlich aus einem
System zu entfernen, hat das Methodenrepertoire stark erweitert. Schon 1994 gab es
erste Arbeiten, in denen mittels Hitzeshock-abh&ngigen Degrons gezielt Proteine
degradiert wurden (101). Ahnlich dem TEV-Cleavage System, basiert diese Methode
auf einer Veranderung des Zielproteins. Arbeiten, die diese Abh&ngigkeit Gberwinden
konnten, rickten das UPS in den Mittelpunkt. Die Arbeitsgruppe um Pengbo Zhou
konstruierte dazu eine chimére Variante der Cdc4p Ubiquitin-Ligase (102). Innerhalb
dieses Multiproteinkomplexes vermittelt ein F-box-Protein Uber repetitive, Leucin-

reiche Aminoséuresequenzelemente die Substratspezifitdt. Um ein anderes Zielmolekiil
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zu adressieren, wurde dieser Sequenzbereich mit 35 AS des N-terminalen Bereiches aus
dem E7 Protein des Humanen Papillomavirus erweitert. Dadurch erzwang man eine
Affinitat der Cdc4-Ubiquitin-Ligase gegeniiber dem Retinoblastoma Protein (pRB). In
Folgeexperimenten konnte Uber dieses Hybridprotein erfolgreich pRB in Hefe- und
transgenen Humanzellen (Cervical Carcinoma C33A) durch das UPS abgebaut werden.
Eine erste Kombination der induzierbaren Degron-Technik und dem UPS vermittelten
Proteinabbau wurde von Nishimura et al. 2009 publiziert. In dem sog. AID-System
wurde die pflanzliche E3-Ligase SCFT'RVAFBLS verwendet, um Zielproteine in Fusion
mit dem IAA17-Degron abzubauen (103). Die Funktionalitit dieses auxinabh&nigen
Degradationssystems konnte fiir Hefezellen, aber auch in diversen Sadugetierzellen
gezeigt werden. Viele der beschriebenen Ansédtze hangen von der Aktivierung durch
exogene Komponenten (Chemikalien, Hormone, physikalische Einflusse wie
Hitzeschock) ab, was den experimentellen Aufbau kompliziert gestaltet. Eine weitere
Einschrankung ist die streng limitierte Variabilitat der Zielproteine, da hier meist auf

bekannte Strukturen und Interaktionspartner zuriickgegriffen werden muss.

Caussinus et al. demonstrierten erstmals die Moglichkeit, mittels einer Kombination aus
hochaffinen Einzeldoménen-Antikorpern und dem UPS gezielt Proteine abzubauen (3).
Ihnen gelang die selektive Degradation des Fusionsproteins H2B-GFP (3).
Entsprechend der Bezeichnung DeGradFP (degradation of fluorescent proteins),
wurden in transgenen HelLa-Zellkulturen und Drosophila melanogaster Embryonen
fluoreszierende Proteinfusionen abgebaut. Dafur wurde die regulére Bindedomane eines
F-box Proteins, bestehend aus WD40 repeats, durch einen GFP-spezifischen
Einzeldoméanen-Antikdérper (Nanobody) auf genetischer Ebene ersetzt. Zelllinien, die
mit diesem Konstrukt transfiziert wurden, zeigten deutlich schwachere GFP-Signale als
die Kontrolllinien. Im Vergleich zu friiheren Ansatzen ist die Substratbindung durch
den Einsatz von Nanobodies hochvariabel. Durch verschiedene Selektionsmethoden
koénnen Bindeproteine gegen ein breites Feld von Antigenen angereichert und auf DNA-

Ebene mit einer E3-Ligase-Untereinheit (F-box) fusioniert werden.

Eine essentielle Grundlage dieser Strategie ist die Erzeugung hochaffiner und antigen-
spezifischer Bindeproteine. In der Analytik am weitesten verbreitet sind nach wie vor
komplette Antikorper, die durch Immunisierung von Versuchstieren aus dem Serum
gewonnen werden. Aus ethischen, aber auch aus Griinden des damit verbundenen

Arbeitsaufwandes (Versuchstierhaltung, Spritzen der Versuchstiere, wiederholte
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Serumentnahme tber mehrere Wochen und anschlieRende Analytik), entwickelte sich
eine Nachfrage an kostenguinstig produzierbaren synthetischen Antikdrpern. Das Prinzip
der Reproduzierbarkeit durch monoklonale Antikorper und rekombinante Antikorper
hat aber auch eine Rolle gespielt. Aktuelle Verfahren zu deren Gewinnung griinden
beispielsweise auf rekombinanten Immunoglobulinderivaten oder synthetisch designten
Molekilen auf Basis verschiedener Proteingerlste. Zu den naturlichen Antikorpern
gehoéren IgM, IgA, IgD, IgE und der haufigste Vertreter IgG. Die ca. 150 kDa grofRen
IgGs sind heterotetramere Proteine, die aus zwei identischen schweren (50 kDa) und
zwei leichten Ketten (25 kDa) bestehen. Die leichten Ketten enthalten eine N-terminale
variable Domaéne (VL) und einer einzelnen konstanten Doméne am C-terminalen Ende.
Die schweren Ketten bestehen aus einer N-terminalen variablen Doméne (Vn) und drei
bis vier konstanten Doménen (Cxl, Ch2, Cn3 und evtl. Cn4). Entsprechend seiner
bispezifischen Natur bilden zwei dieser Doméanen, Cnx2 und Cn3, den konstanten Fc-Teil
(constant fragment) der IgG-Antikorper aus, der an der Rekrutierung der Immunzellen
beteiligt ist. Den antigenspezifischen Bereich bilden Vx und Vi in Form des variablen
Fragmentes (Fv). Auf Strukturebene zeigt sich, dass die ungefahr 110 AS langen
Doménen der V1 und Vi aus mehreren anti-parallel orientierten p-Faltblattern bestehen,
die Uiber Loop-Strukturen miteinander verbunden sind (104, 105). Diese hypervariablen
Loops enthalten Sequenzmotive, die sowohl in Lénge als auch Aminoséaure-
Sequenzabfolge hoch variabel (comlementatry determining region: CDR) (106) sind
und bilden das Paratop, Uber das der Antikorper mit einem Epitop eines Antigens
reagiert.

Mit dem Ziel die Bindungseigenschaften der IgGs mit vereinfachten
Herstellungsprozessen zu kombinieren, wurden auf Grundlage der strukturellen
Erkenntnisse verschiedene Derivate der Immunglobuline entwickelt. Klassische
Vertreter sind Fab-(Fragment antigen binding), bzw. einzelne Vu- oder V-Fragmente,
und scFv. Im Fall der Fab-Fragmente und scFv-Formate werden Vx- und Vi -Domanen
uber hydrophobe Framework Regionen verbunden. Trotz vieler Optimierungsversuche
sind scFv oft strukturell instabil, was ihre Loslichkeit reduziert. Demgegeniber steht
eine Klasse natirlich evolvierter Antikorper, denen die leichten Ketten fehlen. Sie
wurden im Serum von Kamelen (Camelus dromedarius) (107) und im Atlantischen
Ammenhai (Ginglymostoma cirratum) (108) entdeckt und zeigen im Vergleich zu den
scFv eine geringere Tendenz Aggregate zu bilden und bzw. oder proteolytisch abgebaut
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zu werden. Vor allem durch ihre geringe GroRe kénnen sie Gewebe penetrieren, was sie
fur klinische Anwendungen interessant macht. Schwerkettenantikorper (heavy chain
antibodies: hcAbs) kommen erganzend zu konventionellen Antikérpern vor und
bestehen nur aus zwei schweren Ketten, die kovalent verbunden sind. Die individuellen
Ketten bestehen aus jeweils zwei konstanten Domanen und einer variablen Domane.
Dies spiegelt ebenfalls die vergleichsweise geringe Grélie von ca. 90 kDa wieder. Im
Vergleich zu humanem IgG ist die funktionelle Bindeeinheit auf eine einzige variable
Domane (VnH) reduziert. Das hat zur Folge, dass Antigene mit nur drei statt sechs
hypervariablen Loops gebunden werden kdnnen. Um ein Bindeinterface vergleichbarer
GroRe (600-800 A?) zu erreichen, miissen die Loops langer ausfallen.

Hinsichtlich ihrer Bindungsart unterscheiden sich diese hcAbs ebenfalls deutlich.
Paratope konventioneller 1gG bilden haufig Vertiefungen oder flache Oberflachen, um
kleine chemische Gruppen, Peptide oder planare Epitope groRerer Proteine zu binden
(109). VuH bilden eine gestreckte Form, die ein konvexes Paratop exponiert (110),
welches sich gut in Vertiefungen oder kryptische Epitope einfugt (111). Letztere sind

fur die deutlich groRReren konventionellen 1gG-Paratope nur schwer zugéanglich.

Das antigenbindende Fragment der hcAbs besteht ausschlieflich aus einer Doméne,
weshalb ebenfalls die Bezeichnung sdAbs (single domain antibodies) oder VHHs
eingefiihrt wurde. Die Bindedomdane wird von einem ca. 360 bp grolRen Gen codiert.
Aufgrund der geringen GroRe des Fragmentes ist es mdglich Uber eine einzige
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) das gesamte VHH Repertoire aus den B Zellen eines
immunisierten Lamas zu amplifizieren. Aus 50 mL Lamablut lassen sich dadurch kleine
DNA-Bibliothekten mit 10° verschiedenen antigenspezifischen VHHs generieren,
welche die Grundlage fiir eine weitere Selektion mittels Phagen-Display bilden. Die
selektierten Nanobodies haben eine GroRe von ca. 13-14 kDa, lassen sich heterolog in
Bakterienkulturen exprimieren und eignen sich fur funktionelle Anwendungen in
eukaryotischen Zellen. Weiterhin haben sich Techniken etabliert die Variabilitat der
naiven Bibliotheken synthetisch zu steigern (112). Durch Mutagenese der CDRs werden
die semi-synthetischen Bibliotheken diversifiziert und erreichen eine Variabilitdt von
10°.
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1.9 Spezifische Anwendungsfélle gezielten Proteinabbaus in Pflanzen
Methoden des gezielten Proteinabbaus konnten breite Anwendung bei der Erzeugung
resistenter Pflanzenlinien finden. Ein gezielter Abbau von Effektorproteinen kdnnte den
Pathogenbefall einer Pflanze verhindern. In bisherigen Arbeiten konnte ein gewisser
Schutz gegenuber Pflanzenviren durch Immunmodulation bestimmter Viruspartikel
erzeugt werden. Beispielhaft fiir diesen Ansatz sind Arbeiten von Boonrod et al. (113).
Ihnen gelang es mittles Phagen-Display-Technologie einen scFv-Antikdrper gegen eine
Doméne einer RNA-abhangigen RNA-Polymerase des tomato-bushy-stund-virus zu
selektieren. Folgeexperimente zeigten, dass diese heterolog exprimierten Antikorper die
Funktion der RdRps in Modellpflanzen (Nicotiana benthamiana) unterdriicken kénnen.
Da es sich bei dem verwendeten Antigen zur Erzeugung der rekombinanten Antikdrper
um eine hoch konservierte Domane des Virus handelte, umfasste die erzeugte Resistenz
gegenliber dem TBSV auch nahe verwandte Viren. Aber die bloRe Bindung von
Effektorproteinen reicht oftmals nicht aus, um eine Resistenz auszubilden. Der Abbau
uber das UPS mittels DeGradFP-System kdnnte einen entscheidenden Vorteil bieten.
Aufgrund der potentiellen Mdoglichkeiten haben Baudisch et al. diese Methode auf
Pflanzen (bertragen und konnten gezielt EGFP in transgenen Tabakpflanzen
proteasomal abbauen (4). Damit konnte eine universelle Anwendbarkeit, insbesondere
auch in der Pflanzenforschung, demonstriert werden. Ebenfalls wurde die Mdglichkeit
eroffnet, Resistenzen gegenlber Pflanzenpathogenen durch den vollstandigen Abbau
von pathogenen Effektorproteinen zu erzeugen. Eine andere Anwendungsmdoglichkeit
findet sich in der Pflanzenziichtung, in der die Erzeugung immer leistungsfahigerer oder
resistenter Sorten im Mittelpunkt steht. Klassische Zuchtungsmethoden sind jedoch sehr
zeitaufwandig und Inzuchtlinien erreichen erst nach ca. sechs Generationen vollstandige
Homozygotie. Durch den gezielten Abbau von Proteinen, die an der Segregation der
Chromosomen beteiligt sind, konnte die erforderliche Anzahl an Generationszyklen

drastisch reduziert werden.

1.10 Zielstellung
Zusatzlich zum knockout auf DNA-Ebene oder auf RNA-Ebene wurde die
Immunmodulation mit Hilfe von Nanobodies (VHH) oder Einzelkettenantikdérpern
(scFv) als Werkzeug zur Beeinflussung physiologischer Prozesse genutzt (90, 95, 114).
Damit wurde gezeigt, dass rekombinante Antikdrper in  verschiedenen

Zellkompartimenten mit molekularen Zielstrukturen wie Proteinen oder Phytohormonen
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interagieren konnen. Das zugrunde liegende Funktionsprinzip basiert auf dem
Blockieren von Epitopen eines funktionellen Proteins durch entsprechende Antikorper.
Nicht alle Proteinfunktionen sind durch diese Immunmodulation beeinflussbar, u.a. weil
es nicht immer gelingt, rekombinante Antikérper zu erzeugen, die bei Interaktion mit
einer bestimmten Domane zum Funktionsverlust des Zielproteins fuhren. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit experimentell ermittelt, ob mittels gezieltem
Proteinabbau physiologische Veranderungen in Pflanzen zu erzielen sind. Das
Versuchsprinzip basiert auf einer chimaren E3-Ligase (3, 115), deren Antigenspezifitat
durch Fusion mit einem anti-GFP-Nanobody moduliert wurde (3, 5). Durch die
Assemblierung des E2-E3-Ligase-Komplexes mit dem chimaren Adapterprotein werden
GFP-Fusionsproteine gebunden, polyubiquitiniert und entsprechend im 26S Proteasom
degradiert (Abb. 4).

Zielprotein

Nanobody

Abb. 4: Gezielter Abbau von Proteinen. Der E2-E3 Ligase Komplex vermittelt den Transfer von Ubiquitin auf ein
Zielprotein. Die Spezifitét gegenulber eines Zielproteins héngt von der Proteinuntereinheit NSImb oder SPOP ab. Die
naturlichen Bindedoménen von SPOP (MATH) bzw. NSImb (WD40) wurden auf DNA-Ebene durch einen anti-GFP-
Nanobody ersetzt, wodurch eine chimére E3- Ligase mit hoher Bindungsaffinitdt gegeniiber GFP entsteht. Die
Assemblierung des E2-E3 Ligase Komplexes mit den chiméren Adapterproteinen ermdglicht die Ubiquitinierung von

GFP-Fusionsproteinen und damit deren proteasomalen Abbau.

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Ansédtze verfolgt, um Proteine mit
unterschiedlichen Eigenschaften experimentell abzubauen. Da ein erfolgreicher Abbau
von GFP im Zytosol bereits gezeigt werden konnte (4), widmet sich der erste Teil der

Arbeit dem Abbau des zellkernlokalisierten Fusionsproteins EYFP-CENH3. Die

Histonvariante CENH3 assoziert mit Zentromeren wahrend des Zellzyklus und hat eine
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Kontrollfunktion ~ bei  der  Ausbildung der Kinetochore wahrend der
Chromosomensegregation (116, 117). Aufgrund der gut nachweisbaren Lokalisation im
Zellkern (7) wurde das Fusionsprotein EYFP-CENH3 als Zielprotein fur
kompartimentspezifische Abbauversuche ausgewahlt. Im zweiten Teil der Arbeit wird
der Abbau des Fusionsproteins SAP11-GFP5 untersucht. Durch heterologe
Uberexpression von SAP11-GFP5 wurden Tabakmutanten generiert, die makroskopisch
von Wildtyppflanzen unterscheidbar sind. SAP11 ist dabei ein Effektorprotein aus dem
Pflanzenpathogen Phytoplasma mali, welches mit Transkriptionsfaktoren der
Wirtspflanze interferiert und starke Ph&notypen in Wirtspflanzen hervorruft. Innerhalb
eines Rescue-Experimentes soll mit Hilfe chimérer E3-Ligasen das Uberexprimierte
SAP11-GFP5 transgener Pflanzen abgebaut und der  Wildtyp-Phanotyp
wiederhergestellt werden. Thematisch schief3t sich der dritte Teil der Arbeit hier an, in
der das pathogene Effektor Protein Plasmodiophora brassicae Salicylate / benzoate
carboxy methyltransferase 1 (PbBSMT1) abgebaut werden soll. Im Unterschied zu den
vorangehenden Ansatzen soll dabei das Zielmolekul direkt Uber Nanobody- bzw.
Singlechain-Varianten adressiert werden. Besonders die Selektion solcher PbBSMT1

bindenden Molekdle wird detailliert dargelegt.
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2. Materialien
2.1 Chemikalien

Die

im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind

in Tabelle 1

zusammengefasst. Sofern nicht explizit vermerkt, verfugen sie mindestens Uber einen

Reinheitsgrad p.A..

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien.

Chemikalie

Hersteller

2-Mercaptoethanol
Agarose Wide Range

Ammoniumperoxydisulfat (APS)
Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4)
Anti-TNF-ELP (eigene Produktion)
Bacto™ agar

Bacto™ Tryptone

Bacto™ yeast extract

Bovine Serum Ablumin, Protease free
(BSA)

Bromophenolblau Natriumsalz
Dimethylsulfoxid (DMSO) Rotipu-ran®
Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4-2H-0)
Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
Glycerin Rotipuran®

Imidazol BioUltra

Isopropanol Rotipuran®
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(dioxane-free) (IPTG)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Magermilchpulver

Methanol Rotipuran®
N,N,N’",N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
(NaH2PO4-2H-0)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Phosphinothricin

Pierce™ Protein L Peroxidase conjugated
Polyethylenglycol 6000 (PEG)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Germany

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
IPK, Gatersleben, Germany

Otto Nord Wald, Hamburg, Germany
Otto Nord Wald, Hamburg, Germany
Otto Nord Wald, Hamburg, Germany
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Germany
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Saliter Milchwerk GmbH & Co. KG
Obergiinzburg, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Germany
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Chemikalie

Hersteller

Polysorbat 20 (Tween® 20)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Protein assay dye reagent concentrate Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich,

PVA-50 (Polyvinylalkohol
Molekulargewicht 50 000 g/mol)

PVP-360 (Polyvinylpyrrolidon

Germany
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Germany

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Germany

Polyvinylalkohol Molekulargewicht 360

000 g/mol)

ROTI®Block
Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid-,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Bisacrylamid Stammldsung im Verhaltnis

37.5:1)
TEA (Triethylamin)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Germany

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

2.2  Oligodesoxynukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden Uber Eurofins Genomics GmbH

(Ebersberg) bezogen.

Tabelle 2: Verwendete Oligodesoxynukleotide.

Primername 5' — 3' Sequenz

EYFP_for TATATCATGGCCGACAAGCA
EYFP_rev GTTGTGGCGGATCTTGAAGT
EF-lalpha_for GGATCTGTTGAGATGCACCA

EF-lalpha_rev
NsImb-VHHGFP_for
NsImb-VHHGFP_rev
BTB-VHHGFP_for
BTB-VHHGFP_rev
VHHGFP_for
VHHGFP_rev
BTB-Ndel_for
BTB-Xhol_rev
GFP5-Ndel_for
GFP5-Xhol-R
Sap11-Ncol_for
Sapll-Notl_rev
antiMT-scFv-3H5_for
antiMT-scFv-3H5_rev
antiMT-scFv-4E10_for
antiMT-scFv-4E10 rev
antiMT-scFv-4H2_forl
antiMT-scFv-4H2_revl

CCAACATTGTCACCAGGAAGTG
AACCATGGCCATGATGAAAATGGAGACTGACAAAA
CAGATCTGCTGGAGACGGTGACCTGGG
TGGCCATGGATCAAGTCCAACTG
GTGCTCGAGTGGGGGTCCCAGAAAAGGGCACTG
TGGCCATGGATCAAGTCCAACTG
CAGATCTGCTGGAGACGGTGACCTGGG
TACATATGTCTGTCAACATTTCTGGCCAGAATACC
GTGCTCGAGTGGGGGTCCCAGAAAAGGGCACTG
TACATATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTG
GTGCTCGAGTTTGTATAGTTCATCCATGCCATGT
GGCCATGGCCTCCCCTCCAAAGAAGGACT
GTGCGGCCGCTTTTTTGCCTTTATCTTTATTATTA
CCGGCCATGGCCGAGGTGCAGCTGTTG
CAACAGCTGCACCICGGCCATGGCCGG
CTGTCGCGTGGTCAGTCTACAATGTA
TACATTGTAGACTGACCACGCGACAG
CTCACGTATTTTTCAGCCTGGTTGGGC
GCCCAACCAGGCTGAAAAATACGTGAG
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Primername 5' — 3' Sequenz
antiMT-scFv-4H2_for2 AAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAA
antiMT-scFv-4H2_rev2 TTCCCTGGTTTCTGCTGATACCAATTT
antiMT-scFv-11A6_for TCGGAATAGGGGTCAGTGTACATCGTA
antiMT-scFv-11A6_rev TACGATGTACACTGACCCCTATTCCGA
antiMT-scFv-11B11 for GGCCATGGCCGAGGTGCAGCTGTTGG
antiMT-scFv-11B11 rev CCAACAGCTGCACCTCGGCCATGGCC
2.3 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Als
Ausgangsvektor fir Klonierungen anhand des pRTRA-Vektors, diente das Plasmid
PRTRA15 (90) bzw. das daraus resultierende Plasmid pRTRA-NSImb-VHHGFP4 (4),
in dem die LeB4-Sequenz deletiert wurde. Der bindre Vektor pCB301-Kan (118) wurde
fur die Agrobacterium-vermittelten Transformation von Tabak verwendet. Dieses
Plasmid basiert auf pCB301 (119) und entstand durch den Transfer eines Bglll/BamHI-
T-DNA-Fragments des bindren Vektors BIN19 (120).

Tabelle 3: Verwendete Plasmide.

Plasmid Verwendung Resistenz und
Marker
puUC Standardvektor fur kommerziell erworbene DNA-  Ampicillin

Sequenzen. Wurde fir die Lieferung der SPOP
Sequenz verwendet.
pIT1 Phagemidvektor zur Prasentation von scFv auf der ~ Ampicillin, c-Myc
Oberflache rekombinanter Phagen. plll Fusion und
pelB Signalsequenz fur den Transport ins

Periplasma.
pIT2 Phagemivektor zur Prasentation von Nanobodies Ampicillin, c-
auf der Oberflache rekombinanter Phagen. plll Myc- und HIS-tag

Fusion und pelB-Signalsequenz fuir den Transport
ins Periplasma.

pet22b(+) c-Myc  Expressionsplasmid mit C-terminalem 6xHis Ampicillin, c-
Fusionspeptid, T7 Promotor, T7- Terminator Myc- und HIS-tag
PRTRA high copy Klonierungsvektor fiir die Anreicherung  Ampicillin

der gewiinschten Expressionskassette. Enthalt 35S
CaMV Promotor, KDEL Motiv fir die Retention
im ER, 6xHis-Fusionspeptid und ein C-terminales
c-Myc-tag

pCB-301 Kan Binarer Vektor fiir die Agrobacterium tumefaciens  Kanamycin, c-
vermittelte Proteinexpression in Pflanzen. Virulente Myc- und HIS-tag
T-DNA-Sequenzbereiche zwischen left- und right-

T-DNA border wurden entfernt und eine MCS
eingefugt.
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24 Mikroorganismen

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Mikroorganismen.

Organismus Genotyp

E. coli BL21 (DE3) F-ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm A(DE3)

E. coli XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAllac- F’[proAB
laclgZAM15 ::Tn10]

E. coli HB2151 K12 ara A(lac-pro) thi/F’ [proA+B+ laclg acZAM15]

E. coli TG1 K12 A(lac-proAB) supE thi hsdD5/F' traD36 proA+B laclq
lacZAM15

A. tumefaciens pGV2260 (pTiB6S3DT-DNA)

GV2260

2.5  Helferphagen
Tabelle 5: Verwendete Helferphagen.

Phage Beschreibung

M13KO7 M13-Phagen-Abkémmling, Mutation M40l in Gen Il, P15A Ori, NPT Il
Gen fur Kan Resistenz

2.6 Nahrmedien
Tabelle 7 fasst alle Medien zusammen die fir die Kultivierung von Mikroorganismen
oder in vitro Pflanzenkulturen verwendet wurden. Alle Nahrmedien wurden vor der
Verwendung 20 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert. Additive wie Antibiotika oder
Glucose wurde den Festmedien nach Abkiihlung auf 50-60°C hinzugefigt und
Néhrplatten (d=9cm) direkt im Anschluss ausgegossen. Die Lagerung fertiger

Kulturplatten erfolgte bei 4°C fur maximal 6 Wochen.

Tabelle 6: Verwendete Medien.

Bezeichnung Zusammensetzung

LB-Medium 10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt

LB fest LB-Medium mit zusétzlich 15 g/l Agar

SOC-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM, KCI,10
mM MgCI2, 20 mM Glucose

2TY-Medium 5 g/L NaCl, 16 g/L Trypton, 10 g/L Hefeextrakt

2TY-Medium fest 2TY-Medium mit 15 g/L Agar

TB-Medium 12 g/L Trypton, 24 g/L Hefeextrakt, 17 mM KH2PO4*, 72 mM
K2HPO4, 4 mL Glycerin

MS-Medium 0,44% (w/v) Murashige & Skoog-Fertigsubstanz (Duchefa

Biochemie, Haarlem, Niederlande), 3% Saccharose, 0,05% (w/v)
MES, 10g/L Agar

M9 Minimalmedium 33,7 mM NaxHPOs, 22 mM KH2PO4, 8,5 mM NaCl, 9,35 mM
NH4Cl, 1 mM MgSOs, 0,3 mM CaCly, 1 ug Biotin, 1 ug Thiamin,
1x Spurenelemente, 0,4% Glucose
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2.7 Puffer und Ldsungen

Die verwendeten Puffer (Tabelle 7) wurden mit deionisiertem und gefiltertem Wasser

hergestellt. Die Lagerung der Puffer erfolgte bei Raumtemperatur.

Tabelle 7: Verwendete Puffer.

Puffer Zusammensetzung

0,5MEDTA 186 g/L EDTA pH 8,0 mit 1 M NaOH
1MIPTG 238 mg/mL IPTG

1 M Tris-HCI 121 g/L Tris pH 8,0

2 X SDS Probenpuffer

3% BSA in PBS
PBS-T

Marvel Puffer
NPI10

NPI20

NPI130

NPI500
Phagen-PBS

Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer
Laufpuffer
Transferpuffer

20% (v/v) Glycerin, 4% SDS, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau, 10 %
-Mercaptoethanol, 17,3 g/L Tris

3gBSAin 100 mL PBS

PBS mit 0,1% (v/v) Tween 20

2,42 g/L Tris, 10.51 g/L NaCl, pH 7.8

20 mM NazHPO4, 150 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 7,6

20 mM NazHPOQOg4, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 7,6

20 mM NazHPO4, 150 mM NaCl, 30 mM Imidazol, pH 7,6

20 mM NazHPOQOg4, 150 mM NaCl, 500 mM Imidazol, pH 7,6
5,75 g/L Na2HPO4, 2H-0, 2,36 g/L NaH2PO4, 5,84 g/L NaCl, pH
7,2

60,6 g/L Tris, 4 g/L SDS pH 6,8

181,6 g/L Tris, 4 g/L SDS pH 8,8

3,03 g/L Tris, 1 g/L SDS, 14,4 g/L Glycerin

3,03 g/L Tris, 1 g/L SDS, 14,4 g/L Glycerin, 20% (v/v) Methanol

2.8 Antikorper

Der im Western Blot und ELISA verwendete monoklonale anti-c-Myc-Antikdrper, der

einen Bereich des humanen Proto-Oncogens p62 (c-Myc-Antikdrper) erkennt (AS 408
bis 439) (121), wurde aus dem Zellkulturiberstand der Hybridomzelllinie 9E10

gewonnen (122). Die Uberstande wurden mittels Ammoniumsulfat (50%-geséttigtes

(NH4)2SO04) gefallt und gegen PBS dialysiert. Alle weiteren im Rahmen der Arbeit

genutzten Antikorper sind in der nachfolgenden Tabelle 8 gelistet.

Tabelle 8: Verwendete Antikdrper.

Bezeichnung

Organismus  Konjugation Hersteller

Anti-c-Myc

Anti-EGFP
Anti-AtCENH3
ECL anti-mouse 1gG
Anti-rabbit

Maus keine Eigenproduktion aus
Maushybridomazellen

Kaninchen keine Chromotek

Maus keine LifeTein (Hillsborough, New Jersey US

Schaf HRP GE

Maus HRP Thermofischer Scientific
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2.9 Enzyme
Alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Die
verwendeten Polymerasen liegen in einem sofort verwendbaren Format mit optimierten
Pufferbedingungen vor. Sofern nicht anders vermerkt wurden alle Enzyme entsprechend

der Herstellervorgaben eingesetzt.

Tabelle 9: Verwendete Enzyme. Alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme wurden entsprechend der
Herstellerangaben eingesetzt.

Enzym/Puffer Bezugsquelle

10x FastDigest buffer Thermo Fisher Scientific
10x FastDigest Green buffer Thermo Fisher Scientific
FastDigest BamHlI Thermo Fisher Scientific
FastDigest Bsp120I Thermo Fisher Scientific
FastDigest Ncol Thermo Fisher Scientific
FastDigest Notl Thermo Fisher Scientific
FastDigest Xhol Thermo Fisher Scientific

DreamTaq Green PCR Master Mix, 2x Thermo Fisher Scientific
Phusion High-Fidelity PCR master

mix Thermo Fisher Scientific
Alkalische Phosphatase Thermo Fisher Scientific
POWER SYBR Green Master Mix Fischer Scientific

T4 DNA-Ligase (5 U/uL) Thermo Fisher Scientific
10x T4 Ligase Puffer Thermo Fisher Scientific

2.10 Antibiotika
Die Antibiotika wurden als Stammlésung in den in Tabelle 10 angefihrten
Konzentrationen bereitgestellt. Wenn nicht anders angegeben wurden sie mit
deionisiertem H2O hergestellt und steril filtriert. (Spritzenfilter, CA-Membran, 0,20 um,

Heinemann Labortechnik GmbH)

Tabelle 10: Verwendete Antibiotika.

Bezeichnung Stammldsung Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 g/L 100 mg/L
Carbenicillin 50 g/L 50 mg/L

Kanamycin 50 g/L 50 mg/L

Rifampicin 50 g/L* 50 mg/L
Spectinomycin 100 g/L 100 mg/L

*in DMSO geldst und nicht sterilfiltriert
2.11 Pflanzenmaterial
Zur Regeneration transgener Pflanzen durch den Agrobacterium-vermittelten

Gentransfer wurde Nicotiana tabacum cv. Samsun NN (SNN) verwendet. Die Aussaat,
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Anzucht und Kultur von Tabakpflanzen in vitro erfolgte auf MS-Medium (Tabelle 6)
unter Selektionsbedingungen mit Kanamycin und ggf. Phosphinothricin bei 21°C und
16 h Licht pro Tag (150 umol m-2 s-1 Licht). Tabaksamen wurden fir die in vitro
Aussaat in 80% (v/v) Ethanol fur 2 min oberflachensterilisert. Fur die Aussaat und
Anzucht der Tabakpflanzen (3- bis 4-Blattstadium) im Gewdachshaus (22°C; 50 - 70%
relative Luftfeuchte; 16 h Licht pro Tag, 150 umol m-2 s-1 Licht) wurden Substrat 1
(Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste-GroR Hesepe) und Pflanztopfe mit 6 cm
Durchmesser (Hermann Meyer KG, Rellingen) verwendet. Sechs bis sieben Wochen
nach der Aussaat wurden die Jungpflanzen in Pflanztépfe (@ 16 cm, Hermann Meyer
KG, Rellingen) mit Substrat 2 (Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste-Grol3 Hesepe)
uberflhrt (22°C; 45% relative Luftfeuchte; 16 h Licht pro Tag, 200 - 220 pmol m-2 s-1
Licht). Die Dingung der Tabakpflanzen und eine eventuelle Schadlingsbekdmpfung

erfolgten nach Bedarf.

2.12 Kits und Standards

Verwendete Kits und Standards wurden entsprechend der Herstellerangaben verwendet.

Tabelle 11: Verwendete Kits und Standards.

Material Hersteller/Bezugsquelle
Kits

Topo cloning kit Thermo Fisher Scientific
RNeasy Quiagen

QIAquick® Gel Extraction Kit

(250) Quiagen

Standards

PageRuler Prestained Thermo Fisher Scientific
PageRuler Prestained Plus Thermo Fisher Scientific
GeneRuler 1kb Plus Thermo Fisher Scientific

2.13 Gerate und Zubehor
Fur diese Arbeit verwendete Geréte und Zubehdr sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: Verwendete Gerate und Zubehor.

Gerat und Zubehor Hersteller/Bezugsquelle
Autoklav Laboklav ECO SHP Steriltechnik AG, Germany
Blottingapparatur Bio-Rad Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad Laboratories, USA
DNA- NanoDropTM ND-1000 ThermoFisher Scientific, USA
Quantifizierung Spectrophotometer
Elektroporation BioRad GenePulser BioRad (Miinchen)
Geldokumentation ~ Alphalmager® HP gel imaging Protein Simple, USA

system
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Geréat und Zubehor

Hersteller/Bezugsquelle

Homogenisierung

Inkubatoren

Kihlschranke

Mikrotiterplatten
Mikroskop
PCR-Gerat
gPCR-Gerat

Reinstwasseranlage
SDS-PAGE
Sicherheitswerkbank

pH-Messgerat
Plattenlesegerat
Protein-
Quantifizierung
Waagen

Zentrifugen

sonstige

UV Transilluminator
Bioruptor Sonicator
MM400 CryoMill
Multitron Shaker incubator
Binder

Titramax 1000 Platform Shaker

FKS5000 Index 10c
GS5203 Index 22/001
Tiefkiihlschrank

96-well F-Boden MaxiSorp
LSM 780

PCR Thermocycler
QuantStudio 6 Flex sysem

Millipore

Mini-Protean® Tetra system
Herasafe™ KS 15 biological
safety cabinet class Il
SenTix® 80 Cond 720 Set
M200 infinte pro

Spectronic Genesys™ 10 Bio
Spectrophotometer

BP 301 S

KB 2400-2N

Avanti J-26 XP

Biofuge Fresco Heraeus
Centrifuge

Varifuge 3.0R

Sorvall® Evolution™ RC
Centrifuge

Fresco 21 Refrigerated Micro
Centrifuge

2 mL- Reaktionsgeféale

1,5 mL Reaktionsgeféale
JS-5.3 Rotor

HydroFLEX™ Microplatten
Washer

Consort EV 2310 Power
Supply

Eppendorf 5301 Concentrator
Eppendorf 5436 Thermoblock
Vortex-Genie2

Gyro-rocker SSL3

Titramax 1000 Platform Shaker

Mini Trans-Blot Cell

Vilber Lourmat, France
Diagenode, USA
Retsch, Haan, Germany
Infors HAT, Switzerland
Binder GmbH, Germany
Heidolph, Germany
Liebherr, Germany
Liebherr, Germany

Nunc (Roskilde, DK)

Carl Zeiss GmbH

SensoQuest GmbH, Germany
Applied Biosytems, Thermo Fisher
Scientific

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Bio-Rad laboratories, USA
Thermo Fisher Scientific, USA

WTW Inolab, Germany
Tecan
ThermoFisher Scientific, USA

Sartorius AG, Germany

KERN & Sohn GmbH, Germany
Beckman Coulter, Germany
Thermo Electron LED GmbH,
Germany

Thermo Electron LED GmbH,
Germany

Thermo Electron LED GmbH,
Germany

Thermo Fisher Scientific, USA

Eppendorf AG, Germany
Eppendorf AG, Germany
Beckman Coulter, USA
Tecan, Switzerland

Consort BVBA, Belgium

Eppendorf AG, Germany
Eppendorf AG, Germany
Scientific Ind. Inc., USA
Stuart™ Equipment, Germany
Heidolph, Germany

Bio-Rad laboratories, USA
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2.14  Software
Die fur diese Arbeit verwendeten Computerprogramme sind in Tabelle 13

Zusam mengefasst.

Tabelle 13: Verwendete Programme.

Programm Anwendung Hersteller

Fiji ImageJ Bildanalyse Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA

Pymol Visualisierung von Protein 3D DeLano Scientific LLC,

UCSF Chimera
Tecan i-control
Zen

Lasergene

Strukturen

Visualisierung von Protein 3D
Strukturen

Einlesen und Auswerten von ELISA
Daten

Erstellen und Bearbeiten von
Mikroskopiebildern
Klonierungsplanung

Schrédinger
University of California

Tecan
Carl Zeiss

DNASTAR
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3. Methoden
3.1  Mikrobiologische Methoden
3.1.1 Anzucht und Kultivierung von Escherischia coli

Ausgehend von Einzelklonen- oder Kryokulturen erfolgte die Kultivierung von
Escherichia coli (E. coli) in LB-Medium unter Zugabe entsprechender Antibiotika
(Tabelle 10) bei 37 °C im Schuttelinkubator. Die Kultivierung von 3-5 mL
Bakteriensuspension erfolgte in 15 mL Zellkulturréhrchen bei 37 °C und 220 rpm
(Multitron Shaker Incubator, Infors HAT, Switzerland), die Kultivierung in 12-well-
Mikrotiterplatten erfolgte mit 1 ml Medium pro well bei 450 rpm (Titramax 1000
Platform Shaker, Heidolph, Germany). Die kurzfristige Stammbhaltung von E. coli bis zu
vier Wochen erfolgte ber Ausstriche auf Agarplatten (Lagerung bei 4 °C). Eine
langfristige Lagerung erfolgte in Form von Kryokulturen. Fir diese wurden
Ubernachtkulturen (37 °C, 220 rpm in LB-Medium) mit Glycerin mit einer finalen
Konzentration von 30 % (v/v) versetzt. Die Kulturen wurden anschlieBend in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

3.1.2 Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens
Analog zur Kultivierung von E. coli erfolgte die Kultivierung von A. tumefaciens
ausgehend von Einzelklonen- oder Kryokulturen unter Zugabe der entsprechenden
Antibiotika:  Rifampicin  (chromosomale = DNA), Kanamycin  (bakterielles
plasmidspezifisches Selektionsantibiotikum), Carbenicillin (Ti-Plasmid). Fur den
Agrobacterium-vermittelten ~ Gentransfer und transiente  Transformation von
Tabakpflanzen wurde der A. tumefaciens Stamm C58C1 (pVG2260, (123)) verwendet.
Flussigkulturen erfolgten im Schiittelkolben mit YEB Medium fiir 24-28h bei 28°C und
140 rpm (Kulturschuttler Mutlitron, INFORS AG, Bottmingen, BRD). Aliquote flr eine
langere Aufbewahrung (Kryokonservierung) wurden mit 7% (v/v) DMSO versetzt, mit

flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80°C eingelagert.

3.1.3 Transformation von E. coli
Die Transformation elektrokompetenter E. coli XL1-blue Zellen erfolgte mittels
Elektroporation (124). Fir die Herstellung der elektrokompetenten Zellen wurden 500
ml LB-Medium mit 5 ml Bakterienkultur beimpft und bei 37°C und 140 rpm bis zum
Erreichen einer OD600 von 0,5 - 0,8 kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen
zentrifugiert (1750 x g; 15 min; 4°C), mehrmals in sterilem, entionisierten H20 (4°C)

gewaschen, in 10% (v/v) Glycerin aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C bis zur
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Verwendung gelagert. Fur die Transformation wurde ein Aliquot der
elektrokompetenten Zellen mit 300 ng Plasmid-DNA versetzt, in eine Kivette (Gene
Pulser® Cuvette, 0,2 cm, BIO-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) tberflihrt und ein
elektrischer Puls ausgelost (25 pF; 2,5 kV und 200 Ohm; Gene Pulser®, BIO-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Der Transformationsansatz wurde in 1 ml SOC-
Medium fir 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden verschiedene Mengen der
Bakterienldsung auf LB-Platten mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum verteilt
und bei 37°C uber Nacht inkubiert. Die Identifizierung von Klonen die das Ziel Plasmid
enthalten erfolgte mittels Kolonie-PCR und der Restriktionsspaltung isolierter DNA von

Kandidatenkolonien.

3.1.4 Transformation von A. tumefaciens

Fur die Transformation von A. tumefaciens wurden nach dem bereits fir E. coli
beschriebenen Protokoll elektrokompetente Zellen hergestellt. Abweichungen traten im
Hinblick auf die Inkubationstemperatur (28°C) und das Nahrmedium (YEB-Medium,
vgl. 11.1.2) auf. Die Transformation der Zellen erfolgte ebenfalls durch Elektroporation
von Plasmid-DNA (125) bei 2,5 kV und 200 Ohm (Gene Pulser®, BIO-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Der Transformationsansatz wurde mit 1 ml SOC-
Medium versetzt, 1 h bei 28°C inkubiert, anschlieBend Aliquote auf Nahrplatten mit
Selektionsantibiotika verteilt und fur zwei Tage bei 28°C kultiviert. Die Identifizierung
von Klonen mit dem gewiinschten bindren Vektor erfolgte nach Restriktionsspaltung
der isolierten Plasmid-DNA.

3.1.5 Stabile Transformation von Nicotiana tabacum
Die Herstellung von transgenen Tabakpflanzen erfolgte wie bereits durch Horsch et al.
beschrieben (126). Blattscheiben steriler Tabakpflanzen wurden fir 1 h in einem
Gemisch aus MS-Medium und A. tumefaciens Flussigkultur inkubiert (50 ml SOC-
Medium mit den entsprechenden Selektionsantibiotika). Anschliefend wurde das
Blattmaterial mit den Bakterien auf MS-Platten im Dunkeln fiir 48 h bei 21°C kultiviert.
Die Blattscheiben wurden danach auf MG-Platten mit dem Selektionsantibiotikum
Kanamycin und den Wuchsstoffen BAP und NES dberfihrt. Zur Abtotung der
Agrobakterien erfolgte die Zugabe von Cefotaxim zum N&hrmedium. Nach Bildung
erster  Sprosse wurden diese zur Bewurzelung auf MS-Medium mit
Selektionsantibiotikum, Cefotaxim und den beiden bereits erwdhnten Wuchsstoffen

gegeben. Die Erneuerung der Nahrboden fur die Regeneration transgener Pflanzen
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erfolgte alle sieben bis zehn Tage. Nach Bewurzelung wurden die erzeugten
Primartransformanten (TO-Pflanzen) durch Western Blot auf Transgenexpression
analysiert und bis zur Samenbildung und -reife im Gewdachshaus Kkultiviert.

Kanamycinresistente TO-Pflanzen wurden nach Bildung der Wurzeln in Erde tberfihrt.

3.1.6 Phagen-Display
Die Immunselektion von scFvs auf Basis der Tomlinson A+B Phagenbank, wurde wie
von Gahrtz und Conrad 2009 beschrieben (127) durchgefihrt. In Vorbereitung wurden
Phagentiter  der Phagenbanke (Tomlinson A+B bzw. anti-TNF alpha Nanobody
Bibliothek) bestimmt (Tabelle 14).

Tabelle 14: Phagentiter der eingesetzten Bibliotheken. Vor Selektionsbeginn wurden die Phagentiter der
eingesetzten Phagenbénke bestimmt.

Scaffold Bezeichnung cfu/mL
scFv Tomlinson A 1x 10t
Tomlinson B 1,3 x 10%3
anti-TNFa Nanobody Library TLL 3 x 102
GLL 1x10%
SLL 3 x 102
Helferphagen M13KO7 4 x 102

Das Biopanning erfolgte fur Gber 3 Runden in 96 Well Platten (Nunc Maxisorp). Vor
jeder Runde wurden 6 Wells mit Antigen beschichtet und Gber Nacht bei RT inkubiert.
Fur die Selektion gegen das gereinigte Protein wurden 100 ng PbBSMT1/Well
eingesetzt. Die Losung wurde anschliefend verworfen und die entsprechenden Wells
mit jeweils 200 pL einer 2 % BSA/Phagen-PBS Losung beladen. Wéhrend der 2h
Inkubation bei RT werden freie Bindestellen blockiert und anschlieBen 3 Mal mit
Phagen-PBS gewaschen. Nach dem Waschen wurden ca. 10'? Phagen Partikel jeder
Bibliothek in 2 % BSA (berfihrt und auf die Antigen-beschichtete 96-Well Platte
gegeben. Es erfolgte eine weitere Inkubation bei RT fur 30 min unter kontinuierlichem
Schutteln (750 rpm, Titramax 1000 Plattform Shaker) und einer 60 min Inkubation ohne
Schutteln. Unspezifische Binder wurden durch 20-maliges Waschen mit Phagen-PBS
entfernt. Alle gebundenen Phagen wurden anschlieBend mit 90 yuL 100 mM TEA
eluiert. Die eluierten Phagen wurden durch Zugabe von 1 M Tris pH 7,4 neutralisiert
und zur Infektion von TG1 Zellen verwendet. Fir die Bestimmung des Phagentiters
wurden verschieden Verdinnungen der Kulturen auf TYE-Festmedium (Carbenicillin
und 1% Glukose) ausplattiert. Der Rest der Kultur wurde auf 500 cm? Kulturplatten

ausgestrichen und gemeinsam mit den Verdinnungsausstrichen tber Nacht bei 37°C
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inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellen mit 8 mL YT-Medium / 15 % Gylcerin
abgelést und 5 pL davon verwendet um eine 20 mL Schittelkultur (2xYT /
Carbenicillin und 1 % Glukose) zu inokulieren. Das restliche Volumen wurde bei -80°C
eingelagert. Die Schuttelkultur wurde bei 180 rpm und 37°C solange inkubiert, bis eine
ODsoo von 0,7 erreicht wurde. 10 mL dieser Kultur wurden mit 5x10*° M13KO7
Helferphagen beimpft und fir 30 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Im Anschluss
wurden die co-infizierten TG1-Zellen bei 3300 x g fir 10 min bei 4°C abzentrifugiert
(Variofuge 3.0R) und das sedimentierte Material in 50 mL 2xTY / Carbenicillin /
Kanamycin resuspendiert und tber Nacht bei 30 °C und 160 rpm schiittelnd inkubiert.
Die Kultur wurde am nachsten Tag zentrifugiert und der Uberstand (Phagen) in ein
frisches Reaktionsgefal uberfuhrt. Die Phagen wurden mit PEG-NaCl versetzt und fir 1
h auf Eis inkubiert, wodurch die Phagen ausfallen. Nach Zentrifugation bei 30 min /
3300 x g wurde das Phagenpellet in 1 mL Phagen-PBS resuspendiert und nochmals bei
11600 x g / 10 min / 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand ist die Phagensuspension die
fur die né&chste Selektionsrunde verwendet wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
drei aufeinanderfolgende Selektionsrunden durchgefihrt um PbBSMT1-Binder
anzureichern. Im Anschluss an die dritte Runde wurden Einzelklone von den
Verdinnungsaustrichen aufgenommen und fir 1-2 h bei 37 °C in einer 96-Well-
Zellkulturplatte (Greiner Bio-One) in jeweils 100 puL 2xTY / Carbenicillin / 1%
Glukose pro Well inkubiert. Ausgehend von dieser Platte wurden 2,5 pL eines jeden
Wells in eine neue 96 Well Platte mit 200 uL 2xYT / Carbenicillin / 1 % Glukose
iiberfiihrt und mit 10° Helferphagen infiziert. Diese Platte wurde fiir 30 min in Ruhe
inkubiert und anschlieBend fur 1 h schittelnd bei 300 rpm inkubiert. Die infizierten
TG1 Zellen wurden anschlieBend in einer Zentrifuge mit Plattenaufnahme und
Freischwingrotor (Avanti J-26 XP) bei 1800 x g und 10 min zentrifugiert. Die
Zellpellets wurden in 200 pL 2xTY / Carbenicillin / Kanamycin resuspendiert und tber
Nacht bei 30 °C schittelnd (300 rpm) inkubiert. Am Folgetag wurden die Platten wie
bereits beschrieben zentrifugiert und 10 pL der Uberstande verwendet um jeweils 200
puL des HB2151 E.coli Stammes zu infizieren. Dafur wurde eine separat vorbereitete
Masterplatte verwendet, die im Vorfeld mit der HB2151 Kultur beladen wurde. Die
Kulturplatte wurde fur 30 min in Ruhe und bei 37°C inkubiert und anschlieRend 2 pL
eines jeden Wells auf eine vorbereitete 96-Well Platte mit jeweils 175 pL 2xYT
/Carbenicillin / 0,1 % Glukose Uberfihrt. Nachdem die Kulturen eine ODeoo von 0,9

erreicht haben, wurden den einzelnen Vertiefungen IPTG zu einer finalen Konzentration
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von 1 mM zugegeben. Die dadurch induzierte Proteinexpression der scFvs/Nanobodies
erfolgte Uber Nacht bei 30°C und 300 rpm. Am nédchsten Tag wurden die
Expressionskulturen abzentrifugiert (1800 x g fiir 20 min und 4°C) und die Uberstinde
im ELISA (siehe 3.4.6) eingesetzt. Fir Folgeexperimente wurde sowohl von den
HB2151-Expressionskulturen als auch von den TG1-Kulturen Glycerinstocks
vorbereitet. Dazu wurde in die einzelnen Wells Glycerin zu einer finalen Konzentration

von 15% zugegeben und die 96-Well bei -80°C eingelagert.
Phagen-Display mit Hilfe eines Peptidarrays

Das initiale Phagen-Display weicht materialbedingt von dem klassischen
Versuchsablauf mit isolierten Antigenen ab: Eine Peptidarray-Papiermembran wurde in
PBS-T und anschlieend PBS eingeweicht und tber Nacht in 5% Trockenmilch in PBS
in einem 5ml-GefaR inkubiert. 5x10*° Phagen der Tomlinson-Libraries A + B (humane
scFv; 1350ul) wurden mit 3650ml 5% Trockenmilch in PBS gemischt und die
Peptidarray-Membran 1h ,,end-over-end* damit inkubiert. AnschlieBend wurde 3x mit
0,5% Trockenmilch in PBS und 1x mit PBS gewaschen. Danach wurden die
gebundenen Phagen 10 min mit Triethylaminpuffer (Iml in 2 ml-GefaR) eluiert, der
Peptidarray entfernt und die Elutionslosung (Iml) mit 0,5ml 1M Tris-HCI-Puffer, pH
7,4 neutralisiert. Der Phagentiter wurde bestimmt und die Phagen fir die nédchste Runde
wurden produziert. Fir weitere 3 Runden Phagen-Display wurden fur die Selektion an
den Peptidarraypapiermembranen jeweils 800ul Phagenlysat + 1200ul 5%

Trockenmilch in PBS eingesetzt.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Amplifikation, Identifikation und Modifikation von Genabschnitten wurde mittels
Polymerase-Kettenreaktion durchgefiihrt (128). Dabei wurden Tag- und Phusion- DNA-
Polymerasen entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Die genauen
Reaktionsbedingungen variierten in Abh&ngigkeit von der verwendeten Kombination
aus template-DNA, Primern und Polymerase. Die Hybridisierungstemperatur wurde
entsprechend der verwendeten Primer gewahlt. Die Dauer der DNA-Amplifikation
wurde in Abhéngigkeit der verwendeten Polymerase und der Lange des DNA-

Fragmentes bestimmt (Tag: 1 min/kbp, Phusion: 15-30 s/kbp).
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Tabelle 15: Beispielreaktionsansatz und Standardreaktionsbedingungen fiir Polymerasekettenreaktion.

Zeit
Reagenz Pro 25 puL Ansatz Schritt [s] Temperatur [°C]
Initiale
Template DNA 1-50 ng Denaturierung 120 95-95
Primer 1 10 pmol Denaturierung 30 95-98
Primer 2 10 pmol Hybridisierung 30 49-69
2x Polymerase MM 12,5 L Amplifikation 30-45 72
Finale
ddH20 Differenzvolumen Amplifikation 600 72

3.2.2 Mutagenese-PCR

Die Mutagenese einzelner Basen erfolgte nach Bedarf. Spontane Amber-Stop
Mutationen kamen wahrend des Phagen-Displays vor, da ein Amber-Suppressor Stamm
flr diese Arbeiten verwendet wurde. Dieser Stamm Uberliest das UAG Stopcodon und
setzt eine tRNA mit CAG Glutamin ein. Fur die Expression der scFv- oder Nanobody-
Varianten auflerhalb des Amber Suppressorstammes, musste eine entsprechende
Mutagenese-PCR durchgeflhrt werden, um ein vorzeitiges aussetzen der Translation zu
vermeiden. Auf Basis von Sequenzanalysen wurden die betroffenen Sequenzbereiche
identifiziert und Primerpaare von ca. 20 bp l&nge entworfen, welche die zu verdndernde
Base mit jeweils 10 bp flankieren (Tabelle 2). Anstelle des Uracils wurde ein Cytosin
eingesetzt (UAG -> CAG) wodurch wéhrend der Amplifizierung der Fragmente die
gewilinschte Base eingesetzt wird. Die entstehenden Fragmente wurden mittels
Assembly-PCR und unter Verwendung einer Proof-Reading Polymerase zu
vollstdndigen scFv-Sequenzen amplifiziert, durch Agarose-Gelektorphorese und
anschlieBende  Reinigung des préparierten  Fragmentes (Machery-Nagel™,
NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit) und Uber Restriktion/Ligation anhand von
Ncol/Notl-Restriktions-Sequenzen in den pET22b(+)-c-Myc Vektor eingesetzt. Der
Erfolg der Mutagenese wurde durch Sequenzierung (Methoden: 3.2.9) tberpraft.

3.2.3 gPCR
Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte unter Verwendung des Kits ,,Quiagen RNeasy
plant mini kit entsprechend der Herstellerangaben (Quiagen) und Blattmaterial junger
Pflanzen. Gesamt-RNA wurde photometrisch quantifiziert und Kontaminationen mit
DNA durch den Einsatz von ,,Turbo DNA free* (ThermoFisher Scientific) beseitigt. Die
reverse Transkription der mRNA erfolgte mit Hilfe des ,.first strand cDNA synthesis
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kit“ (ThermoFischer Scientific), oligo (dT) 18 primer und 2 pg der pflanzlichen RNA
als Ausgangsmaterial.

Um auf bestimmte Transkriptmengen schliefen zu kénnen wurde die synthetisierte
cDNA fur eine gPCR (quantitative real time PCR) verwendet. Pro Reaktionsvolumen
(10 pL) wurde eine cDNA-&quivalente Masse von 40 ng gesamt RNA eingesetzt.

Das EYFP—-CENHS3 Transkript wurde anhand der EYFP-spezifischen Primer (Tabelle 2)
und dem POWER SYBR Green Master Mix amplifiziert. EF-1alpha spezifische Primer
wurden zur Amplifikation eines internen Kontrollgens verwendet. Die PCR
Bedingungen beinhalteten 10 min Polymerase Aktivierung bei 95°C und 40 Zyklen bei
95°C fur 3 s und 60°C fur 30 s. Fiur jeden Genotyp wurden jeweils drei biologische
Replikate getestet. Jedes biologische Replikat wurde in drei technischen Replikaten
eingesetzt, die alle wahrend desselben Durchlaufs analysiert wurden. Die relative
Genexpression wurde anhand eines Vergleichsmodells und der Formel 2724¢T (129)
berechnet, wobei die Genexpression des Zeilgens in Relation zu der Expression des
Houskeeping-Gens EF-lalpha gesetzt wurde. Die Signalerfassung erfolgte mittels
QuantStudio 6 Flex System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA).

3.2.4 Enzymatische Spaltung und Dephosphorylierung von DNA
Restriktionsenzyme und die zur Reaktion bendtigten Puffer wurden von Thermo Fischer
Scientific bezogen. Die Reaktionen wurden stets nach Herstellerangaben durchgefuhrt.
Die eingesetzten Enzymmengen wurden entsprechend der eingesetzten DNA-Menge
gewahlt und die Reaktionszeiten entsprechend der verwendeten Enzyme eingestellt.
Nach beendeter Reaktion erfolgte eine thermische Inaktivierung in Abhdangigkeit der
verwendeten Enzyme Gber 20 min bei 65°C oder ber 10 min bei 80°C. Die Isolation
der gewinschten Fragmente erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese (vgl. 3.2.6) und
anschlielender Gelextraktion (3.2.7). Durch die Spaltung entstandenen Phosphatreste an
den 5’-Enden der DNA-Fragmente wurden nach der Linearisierung des Plasmids durch
Dephosphorylierung abgetrennt. Dies hat zur Folge, dass die gespaltenen Plasmide nicht
spontan religieren wodurch sich Leervektoren anreichern koénnten. Diese Reaktion
wurde durch die direkte Zugabe von alkaliner Phosphatase (1U/pL) (Thermo Fischer

Scientific) in den Restriktionsansatz initiiert (1uL/ 20pL Reaktionsvolumen).
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3.2.5 Ligation von DNA
DNA-Fragmente wurden mit T4 DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientific) nach Angaben
des Herstellers zusammengefugt. Das molare Verhéltnis von Vektor-DNA zu insert-
DNA betrug in der Regel 1:5 und wurde je nach Transformationserfolg auf Verhaltnisse
von 1:3 bis 1:7 variiert. Die Ligationsreaktion erfolgte Gber 60 min bei 21°C. Die
Ligationsprodukte wurden anschlieBend 2 h gegen H20dd dialysiert (Membranfilter
0,025 um, ,,V* Serie, @ 25 mm, Millipore, Billerica, MA, USA) und fiir die

Transformation von E. coli oder A. tumefaciens (vgl. 3.1.3 und 3.1.4) verwendet.

3.2.6 Agarosegelektrophorese

Zur Trennung von DNA-Fragmenten zu analytischen und préparativen Zwecken wurde
die Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Alle DNA-Gemische wurden vor der
elektrophoretischen Trennung mit % ihres Volumens 6x Loading Dye (Thermo
Scientific™) versetzt. Fragmente < 400 bp wurden mit 2%igen (w/v) Agarosegelen
aufgetrennt, gréRere Fragmente mit 0,8 — 1%igen Gelen. Die Herstellung der Gele
erfolgte stets in dem verwendeten Laufpuffer (TAE Puffer). Die elektrophoretische
Trennung erfolgte in horizontalen Gelen mit einer Spannung von 15 V/cm fur 20-30
Minuten fir analytische zwecke in 0,5x konzentriertem Laufpuffer. Fur praparative
Anwendungen erfolgte die elektrophoretische Auftrennung in 1x Puffer bei 5-6 V/cm
Uber 1-2 Stunden. Ein Anfarben von DNA-Fragmenten erfolgte durch den
interkalierenden Farbstoff DNA stain Clear G (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Germany), der dem abgekuhlten Gel (ca. 50°C) entsprechend der
Herstellerangaben, hinzugefiigt wurde. Die Visualisierung zu Dokumentationszwecken
wurde am UV-Transilluminator (Gel Jet Imager, Intas Science Imaging Instruments
GmbH, Gattingen) durchgefuhrt.

3.2.7 DNA-Isolierung
Plasmid DNA aus Bakterienkulturen fir analytische Zwecke fand im kleinen Mafstab
(,,mini-prep*) statt. Dazu wurden ca. 3 mL LB-Medium mit einer Bakterienkolonie
beimpft und Gber Nacht bei 37°C im Schittelinkubator kultiviert. Am néchsten Tag
wurden die Zellen bei 6000 x g und Raumtemperatur sedimentiert. Die weitere
Plasmidisolation erfolgte anhand des GenUP™ Plasmid Kit (biotechrabbit GmbH,
Berlin) und entsprechend der Herstellerangaben. Eine préparative Isolation von Plasmid
DNA erfolgte mit dem QIAGEN Plasmid Kit (QIAGEN, Hilden) unter Verwendung

von 70 mL Flussigkultur, ebenfalls entsprechend den Herstellerangaben.
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Genomische DNA aus Pflanzenmaterial wurde durch Phenol-Chloroform Extraktion
isoliert und hauptsachlich fir Sequenzanalysen verwendet. Dazu wurden pro Pflanze
zwei Blattscheiben von 0,8 cm Durchmesser (entspricht ca. 200-400 mg Frischgewicht)
aus jungen Blattern herausgestanzt und zusammen mit zwei Metallkiigelchen in ein 2
mL Safelock® Reaktionsgefal (Eppendorf, Hamburg) platziert. Die Geféal3e wurden in
flissigem Stickstoff tiefgekihlt und mit Hilfe der Schwingmihle MM400 (Retsch,
Haan) homogenisiert. Das Material wurde mit 800 puL Extraktionspuffer (Tabelle 7)
versetzt und mittel Vortexmischer (Genie™) in eine gleichmiBige Suspension gebracht.
Nach Zugabe von 800 pL Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol im Verhaltnis 25:24:1
wurde erneut griindlich gemischt. AnschlieBend wurde das Gemisch bei RT mit 10 000
x g far 5 min zentrifugiert, 700 uL der oberen Phase in ein frisches 1,5 mL
Reaktionsgefal tberfuhrt und 70 pL einer 3M Natriumacetat (pH 5,2) sowie 700 puL
Isopropanol zugegeben. Das Gemisch wurde bei RT und 10 000 x g flr weitere 20 min
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das sedimentierte Material enthalt die
extrahierte DNA und wurde mit 800 pL 70% Ethanol (eiskalt) gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, das Pellet getrocknet und in
DNAse-freiem Wasser aufgenommen. Zusatzlich wurden 3 pL RNase A zugegeben und
fur 1h bei 37°C inkubiert, um mdgliche RNA Kontaminationen zu minimieren.

3.2.8 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsauren
Eine Quantifizierung von Nukleinsduren bei bis zu finf Proben erfolgte mittels
Nanodrop ND-1000 (Thermofischer Scientific). Eine groRere Anzahl von Proben wurde
mit Hilfe der NanoQuant Plate™ und dem Plattenlesegerit Infinite® M200 Pro (Tecan)
gemessen. Beide Gerate und Zubehorteile wurden entsprechend der Herstellerangaben
eingesetzt. Als Referenz dienten der Puffer bzw. das Ldsungsmittel, in dem die

Nukleinsduren geldst wurden.

3.2.9 Sequenzierung von DNA
Der Klonierungserfolg wurde neben Kontroll-PCRs und Restriktion Uber die
Sequenzierung des entsprechenden Genabschnittes tberpriift. Zu diesem Zweck wurde
DNA isoliert, entsprechend der Vorgaben Sequenzierungsfirma verdinnt (Methoden
3.27) und bei Eurofins Genomics eingesendet. Die Auswertung der
Sequenzinformation erfolgte online (ber https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/ oder Uber
MegAlign (DNA Star Lasergene®).
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3.3. Klonierungen

Klonierungsreaktionen zur Herstellung bestimmter DNA-Konstrukte,
Expressionskassetten oder Plasmide wurden anhand von Sequenzinformationen und der
Software Lasergene® (DNASTAR) geplant. Die Plasmide fur die EYFP-CENH3 und
die SAP11-GFP5 Expression wurden von Inna Lermontova (IPK Gatersleben) bzw.
Alisa Stohmayer (RLP AgroScience GmbH) bereitgestellt.

3.3.1 Klonierung von VHHGFP4-SPOP Konstrukten

Als Ausgangspunkt fur die in dieser Arbeit verwendete VHHGFP4-SPOP-
Expressionskassette dienten Sequenzinformationen die freundlicher Weise von Ju Shin
(Kangwon National University, Republic of Korea) zur Verfligung gestellt wurden.
Geplant wurde ein Konstrukt, dass einen beliebigen Austausch der Nanobodysequenz
zul&sst und sowohl die Expression in Bakterien als auch in Pflanzen ermdéglicht. Dazu
wurde die SPOP Sequenz so gewahlt, dass sie am 5 -Ende eine Ncol- sowie eine Notl-
und am 3"-Ende eine Bsp120I- und eine Xhol-Erkennungssequenz enthdlt (Abbildung
siche Anhang). Die Sequenz wurde synthetisiert (GeneCust) und im pUC57
Standardvektor (GenBank: Y 14837.1) ausgeliefert.

Eine Klonierung in den pET22b(+) Vektor fiir bakterielle Expression erfolgte Uber die
Ncol und Xhol-Schnittstellen. Die resultierende Expressionskassette erlaubt den

beliebigen Austausch einer Sequenz am 5°-Ende mit kompatiblen Uberhangen.

Fur die Expression in Pflanzen wurde ein pRTRA Vektor als Zwischenvektor
verwendet. Dabei wurde der Vektor durch die Restriktionsenzyme Ncol und Notl und
das Fragment mit Ncol und Bsp120l restringiert. Die Ligation beider Fragmente fuhrt
zur Maskierung der Notl Sequenz am 3"-Ende des Inserts. Da das Fragment nicht ber
Notl, sondern Bsp120I restringiert wurde, enthalt die fertige Expressionskassette eine
Ncol/Notl Klonierungsstelle am 5°-Ende der SPOP Sequenz und erlaubt dadurch eine

flexible Gestaltung der N-terminalen Proteinsequenz.

3.3.2 Klonierung von Nanobody- oder scFv-Sequenzen selektierter Phagen
Ausgewéhlte Nanobody- und scFv-Varianten wurden nach ihrer Selektion tber
kompatible Uberhinge (Ncol/Notl) in das Expressionsplasmid pET22b(+)-c-Myc
kloniert (Abbildung A 7). Der Ausgangsvektor der Tomlinson A+B Phagenbank (scFv-
Selektion) ist pIT1. Ausgangsvektor der Nanobody Phagenbank ist pIT2. In beiden
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Phagemidvektoren wird die scFv- bzw. Nanobody-Sequenz von Ncol/Notl
Restriktionserkennungssequenzen flankiert (Abbildung siehe Anhang).

3.4. Proteinchemische und Analytische Methoden

3.4.1 SDS-Polyacryamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde nach Laemmli (1970)
durchgefihrt (130). Das Verfahren beruht auf der unterschiedlichen, gréienabhéngigen
Migrationsgeschwindigkeit von einheitlich geladenen Molekulen im elektrischen Feld
(131). Ein einheitlicher Ladungszustand wird durch die Aufarbeitung mit 2x SDS-
Probenpuffer gewéhrleistet. Die Proben wurden Gber 5 min bei 50 °C und anschlieRend
10 min bei 95 °C denaturiert, 10 min bei RT und 21 000 x g zentrifugiert und der
Uberstand direkt fiir die Elektrophorese eingesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein
diskontinuierliches Gelsystem mit unterschiedlichen Puffern fir Sammel- und Laufgel
eingesetzt. Zur Identifikation und Charakterisierung von Proteinen aus bakterieller
Uberexpression wurden Trenngele mit 10 % Polyacrylamid verwendet. Die Analyse
von Proteinen aus Pflanzenextrakten erfolgte anhand von Gradientengelen (7-15%). Um
eine Vergleichbarkeit der Signalintensitdten zu gewaéhrleisten, wurden einheitliche
Proteinmengen (1-20 ug) auf einem Gel aufgetragen. Fir Anwendungen in denen die
Proteinkonzentration Uber den Standard-Bradford Assay nicht ermittelbar waren,
wurden einheitlich 40 pL pro Geltasche eingesetzt. Eine Verdunnung der Proben
erfolgte mit 2x SDS Probenpuffer. Die elektrophysikalische Auftrennung erfolgte bei
100 V konstanter Spannung im Bio-Rad Mini-Protean® Tetra System unter
Verwendung des Laufpuffers (Tabelle 7). Die Laufzeit hangt vom verwendeten Gel ab
und betrug zwischen 2 und 3 Stunden. Zur unspezifischen Visualisierung der Proteine
wurden die Gele tber Nacht mit Quick Coomassie® Stain (Serva) inkubiert. Die

Dokumentation erfolgte durch Scannen (CanoScan LiDE210, Canon).

3.4.2 Western Blot
Ein spezifischer Nachweis von Proteinen erfolgte mittels Western Blot. Dazu wurden
die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine von den SDS-Gelen auf eine
Nitrozellulose-Membran (Protean 0,45 pm NC), in Transferpuffer bei konstanter
Spannung von 18V, transferiert (Bio-Rad Mini Trans-Blot Cell). AnschlieRend wurden
freie Bindestellen auf der Membran durch Inkubation (2h) mit 5% (w/v)

Trockenmilch/Marvel-Puffer (MM) abgesattigt. Fir den Nachweis von c-Myc-
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Affinitats-tags wurde der anti-c-Myc-Antikorper (Tabelle 8) 1:100 in 5 % MM verdinnt
und zusammen mit der Membran fir 2h inkubiert. Anschliefend wurde die Membran
drei Mal fur jeweils 5 min mit 0,5 % MM gewaschen und mit dem Sekundarantikdrper
(ECL anti-mouse 1gG, horseradish peroxidase-linked whole antibody) in einer 1:2000
Verdunnung inkubiert. Die Detektion von GFP erfolgte uber einen polyklonalen anti-
EGFP-Antikorper aus immunisierten Kaninchen (eigene Produktion, IPK Gatersleben)
in einer Verdinnung von 1. 10 000, ebenfalls in 5 % MM. Als Sekundarantikdrper
wurde anti-Rabbit-Antikorper (anti-Rabbit 1gG (H+L) secondary antibody, HRP
Thermofischer Scientific), in einer 1:2000 Verdlnnung eingesetzt. Danach wurde die
Membran drei weitere Male mit 0,5 % MM, einmal mit Marvelpuffer und anschlie}end
mit PBS, jeweils 5 min, gewaschen. Alle Wasch- und Inkubationsschritte fanden bei
leichter Bewegung auf dem Rotationsmischer (SSL3 gyro-rocker) statt. Vor der
Detektion wurden die Membranen mit jeweils 2 mL ECL-Reagenz (GE Healthcare)
benetzt, blasenfrei in einer Lage Frischhaltefolie eingeschlagen und in eine Filmkassette
mit einem Rontgenfilm (Fujifilm) gelegt. Durch die enzymatische Substratreaktion der
Antikorper-konjugierten HRP entsteht eine Chemilumineszenz die zu einer
Schwarzfarbung des Rontgenfilms fuhrt. Die Schritte der Filmentwicklung fanden in
einer Dunkelkammer statt. Die getrockneten Filme wurden im Scanner (CanoScan
LiDE210, Canon) dokumentiert.

3.4.3 Quantifizierung von Proteinen
Die  Gesamtproteinkonzentration von  Extrakten sowie Reinigungs- und
Elutionsfraktionen wurde durch Bradford Assay (132) bestimmt. Die Messung findet in
Einweg-Kunststoffklvetten statt, mit 1 mL einer 1x Bradfordlésung und 1-5 pL
Proteinldsung. Nach guter Durchmischung folgte 5 min Inkubation und anschlieRende
Messung der Absorption bei 595 nm im Kiivetten-Spektrophotometer (Spectronic
Genesys 10 Bio Spektrophotometer). Die Konzentration wurde relativ zu einer
Eichgeraden (Anhang) berechnet, die anhand einer BSA-Verdinnungsreihe erstellt
wurde. Dabei wurden die Absorptionswerte auf der y-Achse und die
Konzentrationswerte auf der X-Achse eingetragen und eine Lineare Gleichung aus der
Geraden abgeleitet. Die resultierende Gleichung (y = 0,0534x + 0,0026) mit einem

R-Wert von Rz = 0,9973 erlaubt durch Umstellung der Gleichung nach x die

y-0,0026

Berechnung von Proteinkonzentrationen: x = Sos3n
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3.4.4 Konzentration und Umpuffern von Proteinlésungen

Proteinldsungen deren Konzentration nicht dem vorgesehenen Zweck entsprechen
wurden verdinnt oder angereichert. Die Anreicherung erfolgte fiir kleinere Volumina (<
3mL) anhand von Zentrifugal-Konzentratoren (Corning® Spin-X® UF 500 pL
Centrifugal Concentrator, 5000 MWCO). Das Entsalzen und Umpuffern von
Proteinlosungen bis zu 2,5 mL erfolgte in PD-10 Entsalzungssdulen (GE Healthcare)
entsprechen der Herstellerangaben. GroRere Volumina (>2,5 mL) wurden durch Dialyse
gegen das entsprechende Puffersystem umgepuffert. Dabei wurden Dialyseschlauche
mit einem molecular weight cut off (mwco) von 6-8 kDa verwendet. Die
Zellulosemembranen wurden nach Herstellerangaben vorbehandelt, die zu dialysierende
Proteinlésung blasenfrei eingeflllt und bei leichtem rihren in 2 L Puffer inkubiert. Ein
Pufferwechsel wurde nach 2, 4 und 8h durchgefuhrt, wobei der letzte Puffer tiber Nacht
inkubiert. Bei Volumenzunahme durch den lonenaustausch wurde die Flussigkeit mit
PEG bei 4°C reduziert.

3.4.5 Reinigung von Proteinen

3.4.5.1. Herstellung von Expressionskulturen und Bakterienlyse

Standardprotokoll fiir Lysate aus Schittelkulturen

Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Proteine wurden entweder durch eine
Kombination aus enzymatischer (Lysozym) und physikalischer (Ultraschall) Lyse oder
durch osmotische Lyse periplasmatischer Extrakte freigesetzt. In beiden Fallen wurde
ein Vereinzelungsausstrich der Expressionsklone angefertigt, der tiber Nacht bei 37°C
auf LB-Agar mit dem entsprechenden Antibiotikum gewachsen ist. Mit einem sterilen
Zahnstocher wurde eine Einzelkolonie aufgenommen und 10 mL LB-Medium
inokuliert, das Uber Nacht schittelnd bei 37°C kultiviert wurde. Am Folgetag wurden
500 pL dieser Kultur verwendet um 500 mL frisches LB-Medium mit dem
entsprechenden  Antibiotikum  zu  versetzen. Die  Kultivierung  dieser
Bakteriensuspension erfolgte im Erlenmeyer-Kolben (5-10-faches Kulturvolumen) bei
37°C im Schittelinkubator (150 rpm) und bis zu einer ODspo=0,6. Die Expression der
Zielproteine wurde durch Zugabe von IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) zu
einer finalen Konzentration von 1 mM induziert und erfolgte bei 30°C tber Nacht im
Schiittelinkubator. Die Zellen wurden anschliefend fiir 15 min bei 4000 x g und 4°C
zentrifugiert und das Medium verworfen. Fir eine Isolation von Proteinen aus

sedimentiertem Zellmaterial wurden die Frischgewichte des Zellpellets bestimmt und in
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5 mL/g Lysepuffer (NP120: 20 mM NazHPO4, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 7,6)
resuspendiert. Zur Suspension wurden anschliefend 50 U Benzonase (Merck) 20 mM
MgSos und 200 pg/pL Lysozym zugegeben und 40 min auf Eis inkubiert. Im Eisbad
wurden Zellmembranen anschlieRend mit Hilfe einer Sonotrode (Biodisruptor
Sonicator, Diagenode, USA) Uber Ultraschallpulse aufgeschlossen (5 Zyklen aus 25 s
Puls und 25 s Pause). Das Lysat wurde dann uber 20 min bei 40 000 x g und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt und weitere 20 min
bei 50 000 x g und 4°C zentrifugiert. Diese Uberstande wurden tber einen Spritzenfilter
mit 45um PES-Membranfilter in ein neues ReaktionsgefaR (50 mL, Greiner) mit vorher
aquilibrierter (Saulenvolumen NPI120) Nickel-Agarose (Quiagen) geftllt und liber Nacht
auf einem Rotationsmischer (CMV-E79006, Benedikt Heilmann) bei 4°C inkubiert.

Anreichern von Proteinen aus dem periplasmatischen Raum

Die Aufarbeitung von periplasmatischen Extrakten zur Isolation von Proteinen erfolgte
in abgewandelter Form auf Basis des Buchartikels: ,,Isolation of Bacteria Envelope
Proteins* (133). Dabei wurden die sedimentierten Zellen in 4 mL eiskaltem TES-Puffer
(200 mM Tris-HCI, pH 8.0, 500 mM Sucrose, 1 mM EDTA) resuspendiert und im
Eisbad fur 30 min unter sporadischem Mischen inkubiert. Die Suspension wurde im
Anschluss fiir 30 min bei 16 000 x g und 4°C zentrifugiert und die Uberstinde mit den
periplasmatischen Extrakten in neue Reaktionsgefale durch einen PES-Membranfilter
transferiert. Die Inkubation der Extrakte mit Nickel-Agarose erfolgte wie im oberen

Absatz beschrieben.

3.4.5.2. Anreicherung durch Immobilisierte Metallionen Affinitatschromatografie

Die Reinigung durch  Affinitdtschromatografie erfolgte durch  stationare
Gravitationssaulen in der Kihlkammer bei 4°C. Nickel-Agarose/Protein- Gemische
wurden auf die Séulen gegeben und fir 30 min und in Ruhe inkubiert damit sich die
Agarose-Matrix absetzen kann. AnschlieBend wird der Durchfluss aufgefangen und ein
weiteres Mal (ber das Sdulenmaterial gegeben. Unspezifisch gebundene Proteine
wurden Uber eine zweistufige Reinigung abgeldst. Lysate wurden dabei zundchst mit 6
Séulenvolumen NPI120 und 6 S&ulenvolumen NPI50 (50 mM Imidazol) gewaschen.
Periplasmatische Extrakte enthalten nur knapp ein Drittel der Proteine des klassischen
Lysates. Aus diesem Grund wurde die Reinigung mit 20 S&ulenvolumen NPI110 (10

mM) durchgefuhrt. Die Elution der gereinigten Proteine erfolgte durch Zugabe von 2
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Saulenvolumen NPI500 (500 mM Imidazol). Vereinigte Elutionsfraktionen wurden
anschlielend mittels Dialyseschlauchen (MWCO (Molecular Weight Cut-Off) = 5 kDa
(Corning Inc., USA)) und 4 sukzessiven Pufferwechseln bei 4°C dialysiert oder anhand
von PD-10 Einwegsaulen zur Entsalzung (Cytavia Lifescience, USA) umgepuffert.
Dieser Schritt wurde hauptsachlich zum Entfernen der hohen Imidazolkonzentrationen
und zu Gunsten einer langeren Halbwertzeit der Proteinlésung durchgefunhrt.

3.4.5.2.1. Anreicherung durch Protein L Magnetic Beads®

Als effiziente Variante fur die Anreicherung und Reinigung von scFvs hat sich ein
Reinigungssystem auf Basis von Protein L Magnetic Beads (Pierce™, Protein L
Magnetic Beads) herausgestellt. Weil versuchsbedingt nur relativ geringe Lysat-
Volumina Uber diese Verfahren gereinigt werden konnten, wurden Kulturvolumen von
maximal 50 mL angesetzt. Die Kulturen wurden bis zu einer OD600 = 1,2 kultiviert und
anschlieBend durch Zugabe von Imidazol (1 mM finale Konzentration) die
Genexpression induziert. Diese Kulturen wurden tber Nacht bei 16°C kultiviert und in
Anlehnung an Aubrey et. al 2003 (134) und dem Buchartikel ,,Isolation of Bacteria
Envelope Proteins“ (133) weiterverarbeitet. Dazu wurden die Kulturen bei 3500 x g und
4°C ber 30 min zentrifugiert und sedimentierte Zellen in TES-Puffer solubilisiert (20
mL/L Kulturvolumen). Die Suspension wurde tber 30 min auf Eis inkubiert und im
Anschluss bei 21 000 x g fur 20 min bei 4°C zentrifugiert. Die periplasmatischen
Extrakte wurden gegen TBS-Puffer (20 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, pH 8.0)
dialysiert und in einem 2 mL ReaktionsgefaR (Eppendorf, Hamburg) zusammen mit 50
uL Protein L Magnetic Beads 1 h bei 4°C inkubiert. Mit Hilfe eines Magneten wurden
die Magnetic Beads am auf3eren Gefalirand fixiert und drei Waschschritte mit 1,5 mL
dem TBS-Puffer durchgefihrt. Die Elution der scFvs erfolgte nach dem letzten
Waschschritt mit 100 pL Glycin pH 2,0, direkt gefolgt von einer Neutralisation durch
115 pyL 1 M Tris-HCI pH 8,5. Die Eluate wurden bis zur weiteren Verwendung auf Eis
gelagert.

3.4.6 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Die Messung der Proteininteraktionen im Rahmen dieser Arbeit fand durch ELISA statt.
Standard-ELISA

Die Analyse der Interaktion zwischen gereinigten Proteinen fand nach Vorgabe eines

Standard-Protokolls statt. Dafiir wurden die Kavitaten einer 96-Well MaxiSorp®-Platte

44



3 Methoden

(Nunc) mit jeweils 100 pL einer Proteinlésung (enthdlt das Antigen) zu einer
Konzentration von 1 ng/uL beladen und tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am
Folgetag wurde die Losung verworfen und freie Bindestellen mit jeweils 200 pL 3%
BSA in PBS-T fiir 2h abgeséttigt. Die verwendeten Zielproteine dieser Arbeit trugen ein
c-Myc-Affinitats-tag (EQKLISEEDL), das durch einen Maus anti-c-Myc
Primarantikdrper (Klon 9E10) nachgewiesen werden kann. Pro Kavitat wurden 100 pL
des 1:200 in 1 % BSA PBS-T verdunnten anti-c-Myc-Antikorper eingesetzt und fur 1 h
bei 25°C inkubiert. AnschlieRend erfolgten drei automatisierte Waschschritte mit PBS-
T im HydroFLEX Microplate washer (Tecan) und die Zugabe des Sekundé&rantikorpers.
Dabei wurde ein anti-Maus-Antikdrper mit konjugierter Alkalischer Phosphatase (APL)
in 1:2000 Verdinnung verwendet und ebenfalls 1 h bei 25°C inkubiert. Wéhrenddessen
wurden 5 mg para-Nitrophenylphosphat (PNPP) (ThermoFisher Scientific) in
Diethanolamin Substratpuffer (pH 9,8) fir ca. 30 min auf einem Rotationsmischer
gelost. Nach Inkubation der ELISA-Platte und einem weiteren Waschzyklus, wurden
100 pL / Kavitat des Substratpuffers zugegeben und die Platte bei 37°C inkubiert. Da
das Substrat im Uberschuss zugegeben wird, hangt die Umsatzrate primar von der
Konzentration der ALP und damit von der Menge gebundenen Antikorpers ab. Aus
diesem Grund wird die Platte alle 5 — 10 min kontrolliert und das Signal im
Plattenlesegerat (TECAN M200 infinite pro) bei 405 nm ausgelesen.

Phagen-ELISA
Der Phagen-ELISA diente zur Analyse von Einzelphagen im 96-Well-Malistab. Da die

angereicherten Phagen die Antikdrper (scFv oder Nanobody) als P1I1-Fusionsprotein auf
ihrer Oberflache prasentieren, war es moglich die Uberstande der Phagen-Praparationen
direkt im EILSA zu analysieren. Dieses Format erlaubt die schnelle Beurteilung vieler
Klone, ohne sie vorher in ein Expressionsplasmid zu klonieren und eine
Expressionskultur anzusetzen. Dazu werden auf einer MaxiSorp® ELISA-Platte 50 ng
eines Antigens Uber Nacht adsorbiert und am Folgetag die Losung verworfen. Freie
Bindestellen werden Uber 2 h bei RT mit 2% BSA in PBS-T abgesattigt. Als erster
Interaktionspartner wurden 90 pL Phagenuberstande (siehe 3.1.6) aus einer
Ubernachtkultur verwendet und bei 25°C fiir 1 h inkubiert. Im Anschluss wurden die
Uberstande entfernt und die Platte manuell 5-mal mit PBS-T gewaschen. Im Rahmen
der Nanobody Selektion wurde als Sekundérantikorper anti-M13 HRP in einer
Verdunnung von 1:5000 (1 % BSA / Phagen-PBS) verwendet und 1 h bei 25°C
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inkubiert. Im Phagen-ELISA der scFv-Kandidaten wurde als Sekundarantikorper
Protein L konjugierte Meerrettichperoxidase (horseraddish peroxidase, HRP) 1:2000
verdunnt verwendet. Nach der Sekundarantikorper-Inkubation erfolgte ein
automatisierter Waschschritt und die Detektion tber eine TMB-Farbereaktion. Dafur
wurden jeweils 100 pL TMB Farbeldsung (1 mg TMB in 350 uL DMSO aufgefllt mit
100 mM Natriumacetat pH6 auf ein finales Volumen von 10 mL, Zugabe 2 pL 30 %
H>0> kurz vor Gebrauch) pro Kavitét tberfthrt und bei Raumtemperatur inkubiert, bis
sich eine Blaufarbung einstellt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pL 1 M
H2SO4 pro Kavitat abgestoppt, wodurch ein blauer Farbumschlag stattfindet. Die
Intensitét dieses Farbsignale wurde im ELISA-Plattenlesegerat durch die Differenz der

Absorptionswerte bei 630 nm und 450 nm gemessen.
ELISA mit I6slichen Antikorpern aus HB2151 Ubersténden

Dieses Experiment schlie8t sich dem Monoklonalen Phagen-ELISA an und erlaubt die
weitere Charakterisierung ausgewahlter Klone. Durch die Eigenschaft des verwendeten
HB2151-Stammes, Proteine ins Medium zu sezernieren ist eine Bewertung von vielen

Klonen maglich, ohne sie vorher in ein Expressionsplasmid zu klonieren.

Eine HB2151 Kultur wurde in 10 mL 2xTY-Medium angesetzt und 0ber Nacht
schittelnd bei 37°C inkubiert. Am Folgetag wurde die Ubernachtkultur 1:100 mit
2xTY-Medium verdinnt und bis zu einer optischen Dichte (ODeoo) von 0,4 kultiviert.
Die Kultur wurde zu je 200 pL/Kavitat auf ELISA-Platten verteilt und mit je 10 pL
eluierter Phagen aus dem Phagen-ELISA infiziert. Diese Platten wurden fir 30 min
nicht-schuttelnd bei 37°C inkubiert. Aus diesen vorinkubierten Platten wurden 2 pL aus
jeder Kavitat entnommen und auf eine neue ELISA-Platte mit jeweils 175 pL 2xTY,
100pg/mL Ampicillin und 0,1 % Glukose transferiert und schiittelnd bei 37°C bis ODegoo
= 0,9 inkubiert. Die Genexpression wurde durch die Zugabe von 9 mM IPTG in 15 pL
2xTY-Medium und 100 pg/mL Ampicillin und induziert, und erfolgte Uber Nacht bei
30°C. Am ndchsten Tag wurden die ELISA-Platten abzentrifugiert (10 min bei 1800 x g
und Raumtemperatur) und 100 pL der Phagen-Uberstinde auf eine mit Antigen
beschichtete ELISA-Platte gegeben (siehe Standard-ELISA). Wéhrend der folgenden
60-mindtigen Inkubation bei RT interagieren selektierte Phagen unterschiedlich stark
mit dem adsorbierten Antigen auf den ELISA-Platten. Nicht gebundene Phagen wurden

anschlieBend durch 5-faches waschen mit PBS-0,1% Teen20® entfernt und verworfen.
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Das c-Myc-Tag der gebundenen Phagen wurden mittels anti-c-Myc-Antikérper
entsprechend der Beschreibung Standard-ELISA nachgewiesen.

Kompetitions-ELISA

Dieses Format wurde zur Bestimmung der Affinitat I6slicher Antikorpervarianten
verwendet. Die angewendete Methodik und die Berechnungsgrundlage orientieren sich
dabei an dem Buchartikel von P. Martineau (135). In einem Vorexperiment wurde das
optimale Antigen/Antikorper-Verhéltnis ermittelt. Dazu wurde ein Standard ELISA
durchgefuhrt, in dem verschiedene Antikgenkonzentrationen (0, 1, 5, 10, 50, 100 ng)
und Antikérperkonzentrationen (1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:10000,
1:20000, 1:50000) eingesetzt wurden. Um Chargeneffekte auszuschlie3en, finden
sowohl die Kompetition als auch der Kontrollversuch auf derselben ELISA Platte statt.
Die Auswertung der Messwerte erfolgte nach 1 h Inkubation. Das Verhaltnis, dass nach
einer 1h einen Wert von ca. 1 (£ 0,1) erzeugt, wurde fir den Kompetitions-ELISA

verwendet.

Mit der ermittelten Antigenkonzentration wurden Kavitaten einer MaxiSorp® ELISA-
Platte beschichtet. Fir eine statistische Auswertung der spateren Messergebnisse
wurden jeweils finf Kavitdten als technische Replikate behandelt und unter gleichen
Reaktionsbedingungen beladen. Parallel dazu wurde eine weitere 96-Well Platte mit
jeweils 200 puL 3 % BSA in PBS beschickt um Bindestellen zu blockieren. In dieser
Masterplatte findet am Folgetag die Kompetitions-Reaktion statt. Beide Platten
inkubierten Gber Nacht bei RT. Am Folgetag wurde die Blockierldsung entfernt und die
Masterplatte mit 50 pL der vorberechneten Antigenkonzentrationen beladen.
AnschlieBend wurde in jede Kavitit 50 pL der empirisch ermittelten
Antikdrperverdiinnung gegeben und durch auf- und abpipettieren gemischt. Wahrend
der 30 min Vorinkubation bei 25°C kann die Bindung zwischen Antigen und Antikorper
in Losung stattfinden. AnschlieRend wurden jeweils 90 pL auf die MaxiSorp® Platte
mit beschichtetem Antigen Ubertragen und fiir 1 h bei 25°C inkubiert. Je nachdem
welche Menge an Antikérpern bereits in Losung einen Komplex mit dem Antigen
eingegangen sind, konnen ungebundene Varianten in diesem Schritt Oberflachen-
adsorbierte  Antigene binden. Nach Ablauf des Inkubationsschrittes wurde
ungebundenes Material (Uber 5 automatisierte Waschschritte entfernt. Die

Signaldetektion erfolgt wie bereits beschrieben durch automatisierte Waschschritte,
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einer Kombination aus anti-c-Myc Antikorper und anti-Maus ALP, sowie der
Nachweisreaktion von APL mit PNPP-Substratpuffer. Die Berechnung der
Dissoziationskonstante Kp erfolgte anhand der Konzentrationen des eingesetzten

Kompetitors und der ausgelesenen Messwerte. Die Berechnungsgrundlage bildet die

A1-A2

+exp(x;§0)'

Verhaltnisgleichung Y = A2 + T

Al entspricht dem Absorptionswert der bei der geringsten Kompetitorkonzentration,
wahrend A2 den Absorptionswert der hochsten Kompetitorkonzentration beschreibt.
Der berechnete Wert fir Y entspricht der Kompetitorkonzentration bei der die Hélfte
aller Bindestellen des Analyts (Nanobody oder scFv) durch das Antigen besetzt ist. Je
hoher die Affinitat und damit die Bindungsstarke des Antikdrpers gegenlber dem
Antigen ist, desto geringer ist die Dissoziationskonstante.

3.5. Mikroskopie

Fur die mikroskopische Dokumentation und Analyse von Blattmaterial wurde ein
konfokales Laser Scanning Mikroskop (Zeiss LSM 780) und die entsprechende
Systemsoftware (Zen) verwendet. Proben wurden von jungen Blattern genommen und
auf dem Objekttrager platziert. Untersucht wurde ausschlieflich frisches, unfixiertes
Blattmaterial. GFP und EYFP Emissionen wurden mittels Bandpassfilter bei 490-540
nm und einem 488 nm Anregung aufgenommen. Zur Gewinnung eines Uberblicks
wurde ein 20x NA 0.8 Objektiv verwendet. Detailbilder wurden mit einem 40x NA 1.2
Wasserimmersionsobjektiv und zu Wahrung der Vergleichbarkeit mit einheitlichen

Einstellungen aufgenommen.

3.6. Verwundungs-Experimente mit transgenen Tabak Pflanzen

Je Versuchspflanze wurde ein ausgewachsenes Blatt verwendet. Dabei wurde eine
Blatthélfte direkt in flissigem Stickstoff eingefroren (unverwundete Kontrolle). Die
andere Halfte wurde mehrfach mit einer Pinzette gequetscht und an der Pflanze
belassen. Nach 30 min wurde das gestresste Blatt entfernt und ebenfalls mit fllissigem
Stickstoff tiefgefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -80 °C
gelagert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Homogenisierung mittels Morser in
flissigem Stickstoff. Fir die Extraktion wurden ca. 50 mg homogenisiertes
Blattmaterial mit 500 uL 100 %-LC-MS-Methanol versetzt und je 50 ng [?Hs] OPDA,
[°Hs] JA, und [?Hz] JA-lle als interne Standards verwendet. Die Methanolphase wurde

auf ein Methanol zu Wasser-Verhéltnis von 10:90 mit LC-MS-Wasser eingestellt. Die
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Festphasenextraktion erfolgte auf einer 96 HR-XC Well-Platte (Macherey & Nagel) mit
anschlieBender Elution durch 900 uL LC-MS-Acetonitril. Flr eine Messung wurden
jeweils 10 uL Eluat verwendet. Die Quantifizierung des Jasmonsauregehaltes erfolgte
anhand der aufgearbeiteten Pflanzenproben Ulber massenspektrometrische Verfahren.
Bei diesen Methoden werden ionisierte Molekile entsprechend ihrem Masse-
Ladungsverhéltnis durch elektromagnetische Felder getrennt. Die Messung mittels
UPLC-MS/MS wurden am Leibniz-Institut fir Pflanzenbiochemie (IPB) Halle in der
Arbeitsgruppe Jasmonatfunktion und Mykorrhiza (Frau Prof. Dr. Bettina Hause) durch
Hagen Stellmach nach Balcke et. al 2012 (136) durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

Um den spezifischen Abbau kernlokalisierter Proteine, mit Hilfe chimarer E3-Ligasen

experimentell zu analysieren, wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene
Genkonstrukte verwendet (Abb. 5). Das Fusionsprotein EYFP-CENH3 diente dabei als

gut lokalierbares Zielkonstrukt, dessen Abbau fluoreszenzmikroskopisch

nachvollziehbar ist. In Tabakpflanzen Gberexprimiertes SAP11-GFP5, erzeugte einen

definierten Ph&notyp, der auf der Interaktion von SAP11 mit Transkriptionsfaktoren der
Versuchspflanzen beruht. Ein Abbau von SAP11-GFP5 durch VHHGFP4-SPOP sollte
den WT-Phanotyp wiederherstellen. Dynamiken der SAP11-GFP5-Konzentration

wurden morphologisch, mikroskopisch und physiologisch betrachtet. Fiir den Abbau

von Proteinen ohne GFP-Fusion, sollte ein Antikdper hergestellt werden, der die

pathogene Methyltransferase PbBSMT1 bindet. Eine zukiinftige Fusion solcher

Bindeproteine mit E3-Ligasen und die Uberexpression in Kreuzbliitengewachsen,

ermdoglicht ggf. eine Resistenzbildung gegeniber Plasmodiophora brassicae, dem

Erreger der Kolhernie, dessen Infektionsstrategie mit PoBSMT1 in Verbindung zu

bringen ist.

Grafische Darstellung
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Abb. 5 Verwendete Konstrukte fur Proteinabbauversuche in Pflanzen. Lineare Darstellung der verwendeten
Konstrukte. Detektion Uberexprimierter Proteine erfolgte durch anti-EGFP- oder anti-cMyc-Antikdrper im Western
Blot. EYFP-CENH3 lokalisiert an Zentromeren und dient als kernspezifisches Substrat. Das NSImb-Konstrukt basiert
auf dem Protein SImb aus D. melanogaster. Die SPOP-Sequenz entstammt dem Humangenom. Die Nanobody-
Kontrolle (ohne E3-Ligase) soll die Abh&ngigkeit des gezielten Proteinabbaus von der chiméren E3-Ligase belegen
(NSImb bzw. SPOP). Die verwendeten Konstrukte stehen unter Kontrolle des CaMV35S-Promotors. Die Selektion
transgener Pflanzen erfolgte durch Kanamycin (Kan) oder Phosphinothricin (PPT)-Resitenzgene.
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4.1 Proteasomale Degradation von Proteinen im Zellkern

Das erste Abbauziel ist ein Fusionsprotein aus der Zentromer-spezifischen Histon 3
Variante CENH3 und EYFP. EYFP und GFP unterscheiden durch Mutationen der
chromophoren  Gruppe (Phe64>Leu und Ser65>Thr), wodurch sich die
unterschiedlichen Emissionsspektra (GFP = 509 nm YFP = 527 nm) ergeben. Dass der
anti-GFP-Nanobody VHHGFP4 ebenfalls EYFP bindet und welche Seitenketten an der
Bindungsformation  beteiligt sind, wurde zuvor nachgewiesen (137). Als
Bindungsrelevant wurden dabei die Aminoséuren D173, E142, V176, N170, R168,
N146, A206, K166, S147, Q202, F223 der GFP-Sequenz eingeschatzt. Unter dieser
Aufzahlung befindet sich keine Sequenzabweichung innerhalb des VHHGFP4-
Bindemotifs fur GFP oder EYFP (Abb. 6).

C EYFP 101 FKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHN 150
1150 0 o o I e 0 0 O I S
GFP 100 149

EYFP 151 200

GFP 150 199

EYFP 201 YLSYQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK 239
0 o 0 T o o 0 0 0 W
GFP 200 YLSTQSELSKDPNEKRDHMVLLEEVTAAGITHGMDELYK 238

Abb. 6 VHHGFP4 bindet sowohl GFP als auch EYFP. (A): Beteiligte Aminosduren an der Interaktion zwischen
GFP und VHHGFP4. (B): Detailaufnahme in dem Bereich von Asn146. Durch einen leicht abweichenden
Blickwinkel ist ebenfalls die Seitenkette H148 zu erkennen. (C): Sequenzvergleich der AS-Sequenzen von GFP und
EYFP. Griin hervorgehoben sind an der Interaktion beteiligte Aminoséuren. An der Bindung beteiligte Aminosduren
sind fir GFP und EYFP identisch. Abbildung 6A und 6B entnommen aus Kubala et al. 2010 (137).

Auf dieser Basis kdnnen die chimaren E3-Ligasen NSImb-VHHGFP4 bzw. VHHGFP4-
SPOP fiir Degradationsexperimente mit dem Zielprotein EYFP-CENH3 unveréndert
verwendet werden. Zu diesem Zweck wurden die Abbaukonstrukte NSImb-VHHGFP4

und VHHGFP4-SPOP in einen geeigneten Pflanzenexpressionsvektor kloniert (siehe

3.3.1) und transgene N. tabacum-Pflanzenlinien generiert, die entweder die
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Kombination aus EYFP-CENH3/NSImb-VHHGFP4 oder EYFP-CENH3/VHHGFP4-
SPOP exprimieren (Abb. 5). Kontrolllinien wurden so transformiert, dass sie entweder
die Kombination aus VHHGFP4 und EYFP-CENH3 oder nur das Zielprotein EYFP-
CENH3 exprimieren.

Die Transformation von Wildtyp-N. tabacum-Pflanzen mit 35S:CENH3-EYFP erfolgte
wie im Abschnitt Methoden 3.1.5 beschrieben. Die Selektion basiert auf dem im
Expressionsvektor enthaltenen BAR-Gen, welches Phosphinothritcin (PPT)-Resistenz
vermittelt. Auf PPT wachsende Pflanzen wurden fluoreszenzmikroskopisch analysiert
und aus den 20 in vitro kultivierten Pflanzen, vier mit dem stérksten Fluoreszenzsignal
ausgewahlt. Blattmaterial dieser Pflanzen wurde fur die Transformation mit
35S:VHHGFP4, 35S:NSImb-VHHGFP4 oder 35S:VHHGFP4-SPOP verwendet. Die
resultierenden Doppeltransformanten wurden auf Basis des NPTII-Gens auf
Kanamycin-haltigem Medium selektiert und mit sequenzspezifischen Primern (Tabelle
2) und PCR-Analyse hinsichtlich des Transgens identifiziert. Exemplarisch wurde das
Ergebnis der PCR-Analyse fir drei unterschiedliche Linien gleichen Genotyps gezeigt
(Abb. 7). Die Linien L23, L24 und L25 enthalten Konstrukte fir 35S::NSImb-
VHHGFP4 und EYFP-CENH3 und zeigten unter Verwendung spezifischer Primer ein
Signal auf Hohe des 1000 bp Markers (Abb. 7A).

NSImb-VHHGFP4 x EYFP-CENH3 M [bp] VHHGFP4-SPOP x EYFP-CENH3 M [bp] VHHGFP4 x EYFP-CENH3 M [bp] EYFP-CENH3 M [bp]

L23 L24 L25 Wt HO M L5 LI8 Wt HO M L2 14 Wt HO M

Abb. 7: Nachweis der DNA-Konstrukte stabil transformierter Tabakpflanzen. Der Transformationserfolg wurde
durch PCR mittels genomischer DNA und sequenzspezifischer Primer (Tabelle 2) bestétigt. (A): Amplifizierte
NSImb-Sequenz in drei unabhéngig getesteten transgenen N. tabacum-Pflanzenlinien mit NSImb-VHHGFP/EY FP-
CENH3-Uberexpression. Die berechnete FragmentgréRe der NSImb-Sequenz betragt ca. 1000 bp und wurde fiir alle
drei getesteten Linien bestatigt. (B): Amplifikation der SPOP-Sequenz aus transgenen VHHGFP-SPOP/EYFP-
CENH3 Linien. Alle getesteten Linien zeigen Signale der berechneten FragmentgréBe (ca. 1000 bp). (C):
Amplifikation der VHHGFP-Sequenz transgener VHHGFP/EYFP-CENH3-N. tabacum-Pflanzenlinien. Signale
knapp unterhalb des 400 bp Markers entsprechen der berechneten GréRe (360 bp). (D): Nachweis der EYFP-CENH3-
Sequenz in Kontrolllinien (EYFP-CENH3-Uberexpression). Die berechnete FragmentgréRe von ca. 700 bp konnte in
allen drei getesteten Pflanzen nachgewiesen werden. (E, F, G): Nachweis der EYFP-CENH3-Konstrukte in
transgenen Linien mit NSImb-VHHGFP4/EYFP-CENH3, VHHGFP4-SPOP/EYFP-CENH3 und VHHGFP4 EYFP-
CENH3-Uberexpression (in Kooperation mit Inna Lermontova, IPK Gatersleben).
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4 Ergebnisse

Dies entspricht der berechneten GroRe des DNA-Fragmentes von NSImb-VHHGFPA4.
Eine PCR-Analyse der Linien L3, L5 und L18, welche die Konstrukte 35S::VHHGFP4-
SPOP und 35S::EYFP-CENHS3 enthielten, zeigte ebenfalls ein Signal auf der Hohe des
1000 bp Markers, entsprechend des berechneten Molekulargewichtes (Abb. 7B).
Transformanten mit VHHGFP4/EYFP-CENH3 wurden mit VHHGFP4-spezifischen
Primern untersucht und zeigen Signale auf Hohe knapp unterhalb des 400 bp Markers
(Abb. 7C). Dies entspricht ebenfalls der berechneten Fragmentgréfie von ca. 360 bp.
Alle Pflanzen, inklusive der Kontrolllinien, die nur das Gen fur EYFP-CENH3 trugen
(Abb. 7D), wurden auf das Insert EYFP-CENH3 geprift. Dabei zeigten alle Linien ein
Signal auf Hohe des 700 bp Markers, welches ebenfalls der berechneten GroRe
entspricht (Abb. 7D, Abb. 7E, Abb. 7F, Abb. 7G). Diese Testresultate zeigen, dass die
gewilnschten Genfragmente im Genom der Wirtspflanze nachweisbar waren.

Weiterfiihrende Experimente wurden mit diesen Pflanzenlinien durchgefiihrt.

Die genaue Quantifizierung der EYFP-CENH3 Transkriptmenge erfolgte durch gPCR.
Auf diese Weise sollte gezeigt werden, dass sich die spezifische Transkriptmenge von
EYFP-CENH3 zwischen den Pflanzenlinien nicht unterscheidet und unbeeinflusst von
den Degradationskonstrukten NSImb-VHHGFP und VHHGFP4-SPOP ist. Das
Experiment wurde an Blattmaterial ca. 6 Wochen alter Pflanzen durchgefihrt, deren
transgener Status im vorherigen Experiment belegt wurde. 13 von 14 getesteten

Pflanzen erreichten relative Expressionswerte zwischen 0,2 und 1,2 (Abb. 8).
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Abb. 8: Vergleich der Transkriptmenge transgener N. tabacum-Pflanzen durch qPCR. Analyse der relativen
EYFP-CENH3-Genexpression transgener Pflanzen. Fur jeden Genotyp wurden drei unabhéngige Pflanzenlinien
getestet. Die relative Expressionsstirke (Methoden 3.2.3) der EYFP-CENH3-mRNA variiert zwischen 0,2 and 1,2.
Einen AusreiRer bildet Linie 25 (NSImb-VHHGFP4), welches die 4-fache relative Expressionsstarke zeigt. Dieses
starke Signal korreliert mit einer entsprechend hohen Abundanz des Zielproteins, was fluoreszenzmikroskopisch
bestétigt werden konnte (Abb. 11) (in Kooperation mit Inna Lermontova, IPK Gatersleben).

Der Ausreiller (NSImb-VHHGFP4/EYFP-CENH3, Linie 25) erreichte mit einem Wert
von 3,98 fast die sechsfache Transkriptmenge des arithmetischen Mittels (0,68) aller
Proben. Dieses spiegelte sich in spateren fluoreszenzmikroskopischen Analysen in
Form stérkerer Fluoreszenzsignale wieder (Abb. 11, Abbildung A 8). Material nicht-
transformierter Wildtyppflanzen diente als Negativkontrolle und wies einen
vernachlassigbar niedrigen Wert auf (0,0003). Sowohl die Abbaukonstrukte NSImb-
VHHGFP4 und VHHGFP4-SPOP als auch der Nanobody ohne Ligase-Fusion haben
folglich keinen Einfluss auf die Transkriptmenge des Zielkonstruktes EYFP-CENH3.

Neben der Verfiigbarkeit einer mMRNA spielen posttranskriptionelle Prozesse (siehe 1.3)
eine wesentliche Rolle und kénnen die tatsachliche Proteinproduktion beeinflussen. Um
direkte  Rickschlisse auf das Expressionsverhalten zu ziehen, wurden
Proteinabundanzen mittels Western Blot Uberprift (Abb. 10). Der Nachweis der
chiméren E3-Ligasen NSImb-VHHGFP4 und VHHGFP4-SPOP, sowie des Nanobodies
VHHGFP4 erfolgte mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern gegen den C-terminalen c-
Myc-Tag. Signale der erwarteten Grofle (38,4 kDa) wurden fur NSImb-VHHGFP4

erreicht. Schwéchere Signale wurden in transgenen Linien mit VHHGFP4-SPOP-
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Uberexpression (37,9 kDa) erzeugt. Pflanzenlinien, die VHHGFP4 (15,7 kDa)
akkumulierten, zeigten starke Signale auf Hohe des 15 kDa Markers im Western Blot.
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Abb. 9: Analyse der Expression von chimdren E3- Ligasen in transgenen, doppelt transformierten
Tabakpflanzen. (A): NSImb-VHHGFP4/EYFP-CENH3-Pflanzenlinien zeigten spezifische Signale bei ca. 38 kDa
entsprechende des berechneten Molekulargewichtes von NSImb-VHHGFP4. (B): Analyse von transgenen Linien mit
VHHGFP4-SPOP/EYFP-CENH3-Uberexpression. Ein spezifisches Signal bei 38 kDa entspricht der GréRe des
VHHGFP4-SPOP-Konstruktes. (C): Proben aus transgenen Pflanzen mit VHHGFP4/EYFP-CENH3-Koexpression.
Ein Signal auf Hohe des 15 kDa Markers bestitigte die Uberexpression des anti-GFP-Nanobody (VHHGFP4,
berechnete GroRe ca. 16 kDa). Die Visualisierung von Zielproteinen im Western Blot erfolgte mittels des C-
terminalen c-Myc-tag, einem spezifischen monoklonalen anti-c-Myc-Antikorper (9E10) und ECL-Entwicklung.
Interne Western Blot Kontrolle (+) ist das 100 x ELP (138). Schwach bis méRig stark ausgepragte Signale unterhalb
des 10 kDa Markers sind auf Autofluoreszenz des Chlorophylls an der Lauffront des Gels zurlickzufiihren.

Diese Ergebnisse bestatigten die Akkumulation eines der jeweiligen Abbaukonstrukte
(NSImb-SPOP VHHGFP4-SPOP  bzw. VHHGFP4

Kontrollpflanzen) in den doppelt transformierten N. tabacum-Pflanzen.

oder ohne Fusion in

4.1.1 Analyse der Degradation von EYFP-CENH3

Ein erfolgreicher proteasomaler Abbau von EYFP-CENH3 mit Hilfe von chiméren E3-
Ligasen spiegelt sich in reduzierten EYFP-CENH3-Proteinmengen wieder. Eine weitere
Analyse erfolgte auf Proteinebene via Western Blot mit Proben aus transgenen
Pflanzen. Anti-A. thaliana CENH3-Antikorper wurden verwendet um nicht-abgebautes
EYFP-CENH3 nachzuweisen (Abb. 10A).

Pflanzen, die EYFP-CENH3 zusammen mit VHHGFP4 oder NSImb-VHHGFP4
koexprimieren, Dies
korrespondiert mit der berechneten GrolRe des Fusionsprotein EYFP-CENH3 (49 kDa),

welches in keiner anderen Linie durch anti-CENH3 oder anti-GFP-Western Blot

zeigten Signale knapp unterhalb des 55 kDa Markers.
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detektiert werden konnte (Abb. 10A, Abb. 10B und Abb. 10C). Alle Proben inklusive
dem Wildtypen zeigten eine unspezifische Bande bei ca. 41 kDa. Die beschriebenen 49
kDa und 68 kDa Signale traten nicht in Proben aus VHHGFP4-SPOP/EYFP-CENH3
Pflanzenlinien auf (Abb. 10A und Abb. 10B).

Die Immundetektion von EYFP fihrte zu vergleichbaren Beobachtungen (Abb. 10B).
Signale fir EYFP-CENH3-Monomere, die mit einer Grofe von ca. 49 kDa
korrespondiert, wurden fur Pflanzen mit VHHGFP4/EYFP-CENH3- oder NSImb-
VHHGFP4/EYFP-CENH3- Uberexpression gefunden. Transgene Pflanzen die
VHHGFP4-SPOP und EYFP-CENH3 exprimieren zeigten keine spezifischen Signale
fir EYFP oder EYFP-konjugierte Proteine (Abb. 10B). An Stelle einer konventionellen
Beladungskontrolle mittels Coomassiefarbung wurden anti-Histon H3-Antikdrper
verwendet. Dadurch wurde gezeigt, dass jeweils vergleichbare Proteinmengen
aufgetragen wurden (Abb. 10C). Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass das
Zielprotein EYFP-CENH3 in Pflanzen mit VHHGFP4-SPOP/EYFP-CENH3-
Koexpression degradiert wurde. Dies konnte in Pflanzen mit NSImb-VHHGFP4/EYFP-
CENH3- oder VHHGFP4/EYFP-CENH3- bzw. nur EYFP-CENH3-Expression in
Kontrollpflanzen nicht beobachtet werden.
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Abb. 10: Western Blot Analyse von CENH3, EYFP und Fusionsproteinen in transgenen N. tabacum-Pflanzen.
(A): CENH3-Nachweis durch anti-AtCENH3-Antikérper. Kontrollpflanzen mit EYFP-CENH3 Uberexpression
zeigten spez. Signale bei 68 kDa. Dies entspricht einem Heterodimer aus EYFP-AtCENH3 und NtCENH3. Ahnliche
Ergebnisse zeigten Pflanzen mit VHHGFP4/EYFP-CENH3 bzw. NSImb-VHHGFP4/EYFP-CENH3 Koexpression.
Weitere Signale wurden bei 49 kDa detektiert, die der GroRe von EYFP-AtCENH3 entsprechen. Pflanzen mit
VHHGFP4-SPOP/EYFP-CENH3-Koexpression zeigten diese Signale nicht. Alle Proben zeigten ein unspezifisches
Signal bei ca. 41 kDa. (B): Anti-EYFP Detektion. Kontrolllinien mit EYFP-CENH3, bzw. EYFP-CENH3/VHHGFP4
EYFP-CENH3/NSImb-VHHGFP4  Koexpression zeigten EYFP-spez. EYFP-
CENH3/VHHGFP4-Koexpression zeigten keine EYFP-Signale. Unspezifische Signale bei 41 kDa. (C): Anti-Histon-
H3-Detektion (Beladungskontrolle). Die Messung der Signalstérke einzelner Banden erfolgte mittels “LI-COR Image

oder Signale. Linien mit

Studio” (LI-COR Biosciences — GmbH, www.licor.com) (in Kooperation mit Dmitri Demidov, IPK Gatersleben).
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Zusatzlich wurde der Proteinabbau von EYFP-CENH3 im Zellkern mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Das zu erwartende EYFP-CENH3-Signal (7),
zeigte sich in Form von fluoreszierenden Punkten im Bereich der Zentromere (Abb.
11A und Abb. 11B). Ahnliche Fluoreszenzsignale wurden in Proben aus Pflanzen mit
VHHGFP4/EYFP-CENH3-Uberexpression beobachtet (Abb. 11C und Abb. 11D).

EYFP-CENH3 VHHGFP4/EYFP—CENH3 NSImb-VHHGFP4/EYFP-CENH3 | VHHGFP4-SPOP/EYFP-CENH3

_______

________

_____________

Abb. 11: Mikroskopische Analyse von EYFP-Fluoreszenzsignalen in unterschiedlichen N. tabacum-Pflanzen.
(A und B): Anreicherung von EYFP-CENH3 an Zentromeren. (C und D): Koexpression von EYFP-CENH3/
VHHGFP4. Nanobody ohne E3-Ligase-Fusion filhrt nicht zu einer Reduktion des EYFP-Signals (E und F):
Koexpression von EYFP-CENH3/NSImb-VHHGFP4 fuhrt zu einer Translokation von Fluoreszenzsignalen in
periphere Raume des Zellkerns (Nukleoplasma). (G und H): Koexpression von EYFP-CENH3/VHHGFP4-SPOP
fuhrt zur Reduktion der EYFP-Fluoreszenz. Referenzbalken: 10 um. VergroRRerung 40x.

Die Koexpression von NSImb-VHHGFP4 und EYFP-CENH3 fuhrte zu einer starken
Akkumulation von Fluoreszenzsignalen im Bereich des Nukleoplasmas. Daruiber hinaus
fallt eine reduzierte Signalstarke an den Zentromeren auf (Abb. 11E und Abb. 11F). Das
EYFP-spezifische Signal &nderte sich von klar abgrenzbaren Punkten hin zu diffuser,
breit verteilter Fluoreszenz. Dieses Signal lasst sich mit Chromatin assoziieren, welches
nicht direkt an zentromeren Regionen lokalisiert. Schwache bis gar keine EYFP-Signale
wurden in 10 unabhéngig getesteten Pflanzen mit VHHGFP4-SPOP/EYFP-CENH3-
Uberexpression beobachtet (Abbildung A 8). Kreisrunde Strukturen entlang der
Stomata entsprechen den Chloroplasten, welche durch Anregung der Autofluoreszenz
des Chlorophylls sichtbar gemacht wurden (Abb. 11G und Abb. 11H). In Verbindung
mit der Transkriptanalyse (Abb. 8) bestatigen diese Ergebnisse eine proteasomale
Degradation von EYFP-CENH3 durch Koexpression von VHHGFP4-SPOP.
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4 Ergebnisse

4.2  Abbau pathogener Effektorproteine am Beispiel von SAP11-GFP5

Das aus Phytoplasma mali bekannte Effektorprotein SAP11 erzeugt bei stabiler
pflanzlicher Uberexpression einen artiibergreifenden Phanotyp. Typisch sind eine
uberméllige Ausbildung von Seitentrieben (witchbroom), eingerollte Blétter und
reduziertes Langenwachstum. Nach aktuellem Wissensstand basiert dieser Effekt auf
der Interaktion zwischen SAP11 und TCP IlI-Transkriptionsfaktoren im Zellkern (139,
140). Die Schwere des veranderten Phanotyps héngt mit der Menge translatierten
SAP11 zusammen (139). SAP11 stellt damit ein ideales Modellprotein fir einen
gezielten Proteinabbau dar, da bereits teilweise reduzierte Mengen dieses Proteins in
weniger stark ausgepragten Phé&notypen resultiere (139). Der folgende Abschnitt stellt
den experimentellen Versuch dar, eine Proteinfusion aus SAP11l und dem
Reporterprotein  GFP  mittels DeGradFP abzubauen und phénotypische sowie

physiologische Verdnderungen zu analysieren.

4.2.1 Koexpression von SAP11-GFP5 und VHHGFP4 bzw. VHHGFP-SPOP

Transgene N. tabacum Pflanzen, die VHHGFP4 bzw. VHHGFP-SPOP
uberexprimieren, wurden mit 35S::SAP11-GFP5 Plasmiden cotransformiert. Jedes
Plasmid enthalt zusatzlich ein Resistenzgen: NPTII bzw. PPT, was die Selektion von
Doppeltransformanten ermdglicht (Abbildung A 4). Der Transformationserfolg wurde
durch PCR-Analyse genomischer DNA aus Pflanzenproben und mit Hilfe
sequenzspezifischer Primer erbracht. Durch Agarose-Gelelektrophorese wurden
amplifizierte Fragmente entsprechend ihrer Grofle aufgetrennt und mittels
Geldokumentation visualisiert (siehe 3.2.1). Beispielhaft wird das Ergebnis von fiinf
Pflanzenlinien gezeigt (Abb. 12). Der Nachweis von VHHGFP4 (360bp) in jeweils finf
unabhingigen Pflanzenlinien mit VHHGFP4 bzw. VHHGFP4-SPOP-Uberexpression,
bestatigt die erfolgreiche Integration der Zielsequenz in das Genom der Testpflanzen
(Abb. 12 A und Abb. 12 B). Position und Anzahl der Insertionen durch die T-DNA
vermittelte Fragmentinsertion mittels Agrobakterien wurden nicht weiter untersucht.
Eine daraus resultierende variierende Kopiezahl des Transgens kdnnte die Ursache flr
die unterschiedlichen Signalintensitdten der einzelnen Proben sein (141). Auch die
verwendeten Primer konnten urséchlich fur geringe Signalintensitaten sein, da alle
Reaktionen mit Klonierungsprimern durchgefuhrt wurden, die nicht weiter optimiert

wurden.
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VHHGFP4 VHHGFP4-SPOP Sap11-GFP5
1 2 3 4 5

Abb. 12: Analyse genomischer DNA von Primartransformanten (to) mittels PCR-Analyse. (A): Die erwartete
ProduktgroRe von VHHGFP4 (360 bp) wurde fiir fiinf Pflanzenlinien exemplarisch dargestellt. (B): Nachweis der
VHHGFP4-Sequenz in Linien mit VHHGFP4-SPOP-Uberexpression. Alle fiinf getesteten Pflanzen enthielten das
Zielkonstrukt. (C): SAP11-GFP5-Linien zeigten die erwartete PCR-Produkt-GroRe von ca. 1018 bp.

In Kontrollpflanzen die mit SAP11-GFP5 transformiert wurden, konnte anhand
sequenzspezifischer Primer ein Insert der erwarteten GroRe (1018 bp) nachgewiesen
werden (Abb. 12 C). Fir die Cotransformation mit SAP11-GFP5 wurden jeweils drei
Linien mit den starksten Signalen in der Kontroll-PCR ausgewdhlt (L5, L6 und L11 fiir
VHHGFP4 und L4, L7 und L9 fir VHHGFP4-SPOP). Nach der Transformation wurden
die Pflanzen auf Medium mit Kanamycin und Phosphinothricin vorselektiert. Pflanzen
die trotz Selektionsdruck wuchsen, wurden erneut durch PCR auf die Transgene
getestet. VHHGFP4-SPOP und SAP11-GFP5-cotransformierte Linien zeigten Signale,
die sowohl mit der berechneten FragmentgréRe von SPOP-VHHGFP4 (974 bp, Abb. 13
A), als auch mit der berechneten Grélle fir SAP11-GFP5 (1018 bp, Abb. 13 B)
korrespondieren. Pflanzen die mit VHHGFP4 und SAP11-GFP5 cotransformiert
wurden, zeigten FragmentgroRen von 360 bp (Abb. 12C) und 1018 bp (Abb. 12D), was
den berechneten Groen von VHHGFP4 und SAP11-GFP5 entspricht.
Pflanzen mit bestatigtem Genkonstrukt wurden weiter kultiviert und mittels Western
Blot hinsichtlich ihrer Proteinexpression analysiert (Abb. 14). Durch anti-cMyc-
Antikorper wurden die Konstrukte VHHGFP4 (ca. 15 kDa) und VHHGFP4-SPOP (ca.
38 kDa) nachgewiesen, wahrend anti-EGFP-Antikdrper dem Nachweis von SAP11-
GFP5 dienten. Die Akkumulation von VHHGFP4-SPOP konnte in allen
Pflanzenproben mit SAP11-GFP5/VHHGFP4-SPOP-Expression gezeigt werden (Abb.
14 A). Alle getesteten Pflanzenlinien mit SAP11-GFP5/VHHGFP4 Koexpression
zeigten im anti-cMyc-Western Blot ein Signal auf Hohe des 15 kDa Markers (Abb. 14
B), entsprechend der berechneten Grofle von VHHGFP4. Der EGFP-Nachweis
bestatigte die SAP11-GFP5-Akkumulation der Linien L10 und L11 (SAP11-
GFP5/VHHGFP4-SPOP), wéhrend in Linie L5 und L12 kein EGFP-spezifisches Signal
nachweisbar war (Abb. 14 A).
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A VHHGFPA-SPOP x Sap11-GFPS B VHHGFP4-5POP x Sap11-GFPS
1 2 3 4 5

C VHHGFP4 x Sap11-GFP5
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Abb. 13: PCR-Analyse von VHHGFP-SPOP/ bzw. VHHGFP4/SAP11-GFP5 Doppeltransformanten.
(A): Detektion von VHHGFP4-SPOP-DNA in VHHGFP4-SPOP/SAP11-GFP5-Doppeltransformanten. Alle
getesteten Linien zeigten Signale erwarteter Groe (974 bp). (B): Nachweis von SAP11-GFP5-DNA (1018 bp) in
VHHGFP4-SPOP/SAP11-GFP5-Doppeltransformanten. (C): Nachweis von VHHGFP4-DNA in VHHGFP4/SAP11-
GFP5-Doppeltransformanten. Linien L1 bis L4 zeigten Signale der erwarteten GréRe (360 bp). In Linie L5 war kein
Zielkonstrukt nachweisbar. (D): Nachweis der SAP11-GFP5-DNA. Alle Linien zeigten Signale (Linie 5 schwach)
oberhalb des 1000 bp Markers. Dies entspricht der berechneten GréRRe fir SAP11-GFP5 von 1018 bp.

Fur weiterfuhrende Experimente wurden die SAP11-GFP5/VHHGFP4-SPOP-Linien L5
und L12 ausgewahlt, da hier aufgrund des Western Blots davon ausgegangen wurde,
dass ein spezifischer Proteinabbau von SAP11-GFP5 erfolgte. Pflanzenlinien mit

SAP11-GFP5/VHHGFP4 Koexpression, zeigten nur fir Linie L5 und L8 ein
spezifisches EGFP-Signal (Abb. 14 B).

A SAP11-GFP5 x VHHGFP4-SPOP || B SAP11-GFP5 x VHHGFP4 || C SAP11-GFP5
a o
& &
¥ 5 10 11 12 2 2 6 11 16 17
"
6-@ > i
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anti-c-Myc anti-GFP anti-c-Myc anti-GFP anti-GFP

Abb. 14: Western Blot-Analyse der Proteinexpression cotransformierter Pflanzenlinien. (A): Die anti-c-Myc
Detektion SAP11-GFP5/VHHGFP4-SPOP-exprimierender Linien zeigte Signale der berechneten GroRe von
VHHGFP4-SPOP (ca. 38 kDa). Ein anti-EGFP-Nachweis zeigte spezifische Signale fur Linie L10 und L11
(Erwartungswert fir SAP11-GFP5 ca. 39 kDa). In Proben aus Linie L5 und L12 lag die Signalstarke unterhalb der
Nachweisgrenze. (B): Der anti-c-Myc-Nachweis in SAP11-GFP5/VHHGFP4-Doppeltransformanten zeigte Signale
auf Hohe des 15 kDa Markers fiir alle getesteten Linien, entsprechend der berechneten GréRe von VHHGFP4 (ca. 16
kDa). Die EGFP-Detektion zeigte spezifische Signale der erwarteten GréRe fur Linie L5 und L8. In den Linien L1
und L6 waren keine Signale detektierbar. (C): Alle getesteten Kontrollpflanzen mit SAP11-GFP5 Uberexpression
zeigten Signale der erwarteten GroRe (ca. 39 kDa) im anti-EGFP Western Blot.
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Der anti-EGFP-Nachweis von Kontrollpflanzen (SAP11-GFP5) zeigte fir alle
getesteten Linien ein spezifisches Signal der erwarteten GroRRe (Abb. 14 C). Linie L2
wurde fur weitere Experimente als Referenzlinie ausgewdhlt, da sie aulerdem einen
ausgepragten  Phanotypen zeigte (Abb. 15 C). Nach Bestatigung der
Zielproteinexpression, wurden Pflanzen ab einer Wuchshéhe von > 10 cm im
Gewachshaus weiterkultiviert. Im folgenden Abschnitt werden Beobachtungen zum
aulleren Erscheinungsbild, auf zelluldrer Ebene und hinsichtlich der Einflisse von

SAP11 auf die Jasmonséuresynthese untersucht.

4.2.2 Phanotypische und mikroskopische Analyse von transgenen Pflanzen

Das Vorhandensein von SAP11, ob durch Sezernierung (Insektenbefall) oder durch
heterologe Uberexpression, beeinflusst pflanzliche Entwicklungsprozesse und fiihrt zu
abnormalen Ph&notypen. Im Versuch sollte die Frage geklart werden, ob eine
Reduzierung der SAP11-GFP5 Proteinabundanz mittels DeGradFP zu einer
Abmilderung des Phénotyps oder Wiederherstellung des wildtypartigen Phanotyps
fihren kann. Zum Zeitpunkt der Fotodokumentation hatten alle Pflanzen das gleiche
Alter (ca. 4 Wochen) und sind exemplarisch in Abb. 15 zusammengefasst.
Wildtyppflanzen (Abb. 15 A) reprasentieren den normalen Wuchs. Die Uberexpression
von SAP11-GFP5 in transgenen Tabakpflanzen (Abb. 15 B) fuhrte zu den bereits
beschriebenen Phanotypen (siehe 4.2). Im Vergleich mit dem Wildtyp fielen besonders
die abgerundete Blattform und leicht glanzende Oberflache (Abb. 15 B1 und B2 und
Abbildung A 9 A) sowie die reduzierte Wuchshoéhe und die stark erhohte Anzahl von
Seitentrieben auf (Abb. 15 B3). Transgene Pflanzen, die SAP11-GFP5 und den anti-
GFP-Nanobody VHHGFP4 koexprimierten (Abb. 15 C), entwickelten die gleichen
abnormalen Merkmale wie Pflanzen, die nur SAP11-GFP5 exprimierten (vergleiche
Abb. 15 B und Abb. 15 C). Eine Bindung des Nanobodys an den GFP-Teil des SAP11-
Fusionsproteins reicht demnach nicht aus, um die SAP11-Funktion zu unterdriicken.
Die Koexpression von SAP11-GFP5 und VHHGFP4-SPOP in transgenen Pflanzen
(Abb. 15 D) zeigte eine Reduzierung der SAP11-spezifischen Wachstumsstérungen. Im
Vergleich zeigten diese Pflanzen eine groRere Blattflache bei gleicher Wuchshohe
(Abb. 15 D1 und D2) und neigten weniger stark zur Bildung von Seitentrieben (Abb. 15
D3). Auch zu spéteren Zeitpunkten hatte sich in dieser Linie die Anzahl an
Seitentrieben (n = 2) nicht erhéht, wéahrend sich die Anzahl der Seitentriebe der anderen
transgenen Pflanzen (SAP11-GFP5 und SAP11-GFP5 / VHHGFP4) auf n > 9 erhéhte.
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VHHGFP4/ VHHGFP4-SPOP/
SAP11-GFP5 SAP11-GFP5

Abb. 15: Phanotypen transgener Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp. (A1-A3): Wildtyppflanzen aus zwei
unterschiedlichen Perspektiven in unterschiedlichen VergréRerungen. Normale Merkmalsauspragung. (B1-B3):
Transgene Pflanze mit SAP11-GFP Uberexpression. B1 und B2 zeigten die veranderte Blattmorphologie.
Einzelblatter entwickelten eine abgerundete Form anstelle der eher ovalen, spitz zulaufenden Wildtypform. Die
Blattoberflache reflektierte einfallendes Licht stdrker. Blattadern waren deutlich hervorgehoben. Exzessive
Ausbildung von Seitentrieben. (C1-C3): Transgene Pflanze mit VHHGFP4 und SAP11-GFP5 Uberexpression.
Gleiche Merkmalsauspragung wie in Reihe B. Eine Koexpression des anti-GFP Nanobodys hatte keinen Einfluss auf
SAP11-GFP5 bedingte Phénotypen. (D1-D3): Pflanzenlinie mit VHHGFP4-SPOP- und SAP11-GFP5-
Uberexpression. D1 bzw. D2 (vergroRert) zeigten eine wildtyp-ghnliche Blattmorphologie. Die Anzahl von
Seitentrieben war im Vergleich zu den in B und C beschriebenen Mutanten deutlich geringer (n=2 zum
Aufnahmezeitpunkt). Die Koexpression von VHHGFP4-SPOP hat Merkmale reduziert, die durch SAP11-GFP

hervorgerufen wurden. GréRenmarker = 1 cm.

Diese Beobachtungen zeigen, dass die Koexpression von VHHGFP4-SPOP eine die
SAP11-GFP5-induzierten Wachstumsartefakte abmildert und unterstutzen die These,
dass es zum Abbau des Zielproteins (SAP11-GFP5) kommt. Mikroskopische
Untersuchungen wurden durchgeftihrt, um diese Hypothese weiter zu unterstiitzen. Eine
Auswahl der dabei angefertigten Aufnahmen ist in Abb. 16 zusammengefasst, wobei die
Reihe (A-E) einem bestimmten Genotyp und jede Zeile (1-4) einem bestimmten Kanal
(1=GFP; 2=Autofluoreszenz; 3=lichtmikroskopisch; 4=Uberlagerung aller Kandle)
zuzuordnen ist. Die erste Reihe (A1-A4) zeigt Blattproben aus transgenen Pflanzen mit
SAP11-GFP5-Uberexpression. Starke GFP-Signale sind in den Zellkernen der
Spaltéffnungen entlang der Zellmembranen zu erkennen. Dass es sich dabei nicht um

unspezifische Signale handelt, wird durch Aufnahmen der Chlorophyll-Autofluoreszenz
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gezeigt. Dazu dient die Uberlagerung der Kanile, wodurch eine eindeutige Abgrenzung
von Autofluoreszenz und GFP-Signal gezeigt wird. Mikroskopische Aufnahmen
transgener  Pflanzen mit SAP11-GFP5/VHHGFP4-Koexpression zeigen ein
vergleichbares Muster mit ahnlicher Signalstarke (Abb. 16 B-1). Diese Abbildung
veranschaulicht aulerdem, dass der koexprimierte Nanobody keinen Einfluss auf die
SAP11-GFP5-Lokalisierung hat und das GFP-Signal nicht moduliert. Im Gegensatz
dazu ist das GFP-Signal in Pflanzen mit SAP11-GFP5/VHHGFP4-SPOP Koexpression
deutlich reduziert (Abb. 16 D1 und E1) oder unterhalb des Detektionslimits (Abb. 16
C1). Diese Darstellung von drei unabhéngigen Pflanzenlinien (Linie L5, L10 und L11)
des gleichen Genotyps (SAP11-GFP5/VHHGFP4-SPOP) unterstitzen die Hypothese
des gezielten SAP11-GFP5 Abbaus. Die beobachteten GFP-Signalstarken stimmen

ebenfalls mit den Western Blot Ergebnissen aus Abschnitt 4.2.1 Uberein.
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GFP5 Autofluoreszenz Zellstruktur Uberlagerung

SAP11-GFPS
B

SAP11-GFPS5 x
VHHGFP4

C

SAP11-GFP x
VHHGFP4-SPOP
Linie5

D

SAP11-GFP x
VHHGFP4-SPOP
Linie 10

SAP11-GFP x
VHHGFP4-SPOP
Linie 11

Abb. 16: Mikroskopische Analyse des SAP11-GFP5 Abbaus in transgenen Pflanzen. (Al- A4): Pflanzenlinie mit
SAP11-GFP5 Uberexpression. (Al): Spezifische GFP Signale in Zellkernen und Stomata. (A2): Darstellung des
Frequenzbereiches zwischen 610nm und 700nm zeigt Autofluoreszenz von Chlorophyll A. (A3):
Durchlichtaufnahme zur Darstellung von Zellstrukturen. (A4): Uberlagerung der Einzelkanile. GFP-Signal und
Autofluoreszenz (berlagern sich nicht. Das beobachtete GFP-Signal ist spezifisch. (B1-B4): Pflanzenlinie mit
SAP11-GFP5/VHHGFP4  Koexpression. (C1-C4): Pflanzenline L5 mit SAP11-GFP5/VHHGPF4-SPOP
Uberexpression. Keine spezifischen GFP-Signale detektierbar. (D1-D4): Pflanzenline L10 mit SAP11-
GFP5/VHHGFP4-SPOP Uberexpression. Schwache GFP-spezifische Signale entlang der Zellwénde und im Zellkern.
(E1-E4): Pflanzenlinie L11 (SAP11-GFP5/VHHGFP4-SPOP). Ebenfalls schwache GFP-Signale entlang der
Zellwénde und innerhalb der Zellkerne. GréBenmarker: 10 nm, VergroRerung 40x.
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4.2.3 Physiologische Untersuchungen des SAP11-GFP5-Abbaus in transgenen
Pflanzen
Unter optimalen Bedingungen sollte ein erfolgreicher Abbau von SAP11-GFP5
phanotypisch und molekular nachvollziehbar sein. Da bekannt ist, dass SAP11 die
Jasmonséure-Biosynthese beeinflusst, ist eine physiologische Untersuchung ebenfalls
denkbar. SAP11 bindet und destabilisiert TCP-Transkriptionsfaktoren (142) im
Zellkern, wodurch es zu einer Inhibierung der LOX2 Genexpression kommt. LOX2
codiert fur eine/die 13S-Lipoxygenase und wird unter anderem durch Verwundung
aktiviert. Das Enzym ist an katalytischen Teilreaktionen der Jasmonsdure-Biosynthese
beteiligt und tragt im Endeffekt zur Reaktion auf Pathogenbefall oder Pflanzenfral? bei.
Eine Hemmung von LOX2 durch SAP11-GFP in planta sollte folglich die
Jasmonsdurekonzentration in verwundeten Blattern senken. Um Unterschiede zu
Wildtyppflanzen zu erfassen wurde ein Verwundungsexperiment durchgefuhrt (siehe
3.6). Fur diese Analysen wurden doppelt transformierte Pflanzen wie in 4.2.1
beschrieben und Wildtyppflanzen von einer Wuchshohe bis ca. 20 cm betrachtet. Die
Blatter wurden mit einer Pinzette mehrfach verwundet (Quetschung) und nach ca. 30
min eine Probe entnommen. Die Probenaufarbeitung und die Messung tber LC-MS
erfolgte wie im Methodenteil beschrieben (3.6) und wurde am Leibniz-Institut fur
Pflanzenbiochemie (IPB) Halle in der Arbeitsgruppe Jasmonatfunktion und Mykorrhiza
(Frau Prof. Dr. Bettina Hause) durchgefihrt. Dabei wurden Messwerte fir freie
Jasmonsdure und fur die Isoleucin-konjugierte Form (JA-lle) erhoben und grafisch
dargestellt (Abb. 17). Die Gegeniberstellung der Messwerte von verwundeten und
unverwundeten Pflanzen zeigt einen deutlichen Anstieg der JA und der JA-lle
Konzentration fur alle getesteten Pflanzen. Dies bestétigt die bereits publizierte
Beobachtung einer verwundungsspezifischen JA-Akkumulation. Die Anreicherung
freier JA erreicht dabei Werte im Wildtyp von 2292 pmol/g bei verwundeten Pflanzen.
Der dargestellte negative Wert ist ein Messartefakt und spiegelt eine
Jasmonatkonzentration unterhalb des Detektionslimits wieder. Ahnliche Messwerte
wurden fir verwundete, transgene Pflanzen mit SAP11-GFP5 (2085 g/mol) bzw.
Koexpression von SAP11-GFP5 / VHHGFP4 (2258 g/mol) erzielt. Geringere JA-
Konzentrationen wurden in Pflanzen mit SAP11-GFP5/VHHGFP4-SPOP-Koexpression
ermittelt (1395 g/mol). JA-lle wurde mit in die Analyse aufgenommen, da dieses
Konjugat als Hauptregulator der spezifischen Pflanzenabwehrreaktion gilt (143).

Wildtyppflanzen akkumulierten entsprechend der ermittelten Daten die hdchsten
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Konzentrationen mit 1152 g/mol. Die untersuchten transgenen Pflanzen erreichten
geringere Werte mit 628 g/mol bei SAP11-GFP5-, 515 bei SAP11-GFP5/VHHGFP4-
und 566 g/mol bei SAP11-GFP/VHHGFP4-SPOP-Koexpression. Auf Basis dieser
Daten ist kein direkter Einfluss des Abbaukonstruktes VHHGFP4-SPOP auf die
Jasmonsaure-Akkumulation zu erkennen. Die urspringliche These, dass ein Proteasom-
vermittelter Abbau von SAP11-GFP5 potentiell erniedrigte JA-Konzentrationen
wiederherstellen kann, konnte im Rahmen dieses Experimentes nicht bestatigt werden.
Madglicherweise wirken sich andere Molekilgruppen bzw. Sekundarmetabolite starker

auf die JA-Akkumulation aus.
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Abb. 17: Einfluss der Transgene auf den Jasmonséure Haushalt nach Verwundung und im zeitlichen Verlauf.
(A): Darstellung Messwerte der JA-Messung in unterschiedlichen transgenen Pflanzen. Gegenuiber unverwundeten
Pflanzen ist ein deutlicher Anstieg der JA-Konzentration in verwundeten Pflanzen beobachtbar. Unterschiede
zwischen den transgenen Pflanzen sind nicht signifikant. (B): Darstellung der Messwerte fiir die biologisch aktive
form Ja-lle (Jasmonsdure-Isoleucin). Es ist ebenfalls ein deutlicher Anstieg der Ja-lle Konzentration gegeniiber den
unverwundeten Pflanzen erkennbar. Wildtyp-Pflanzen akkumulieren ca. doppelt so viel Ja-lle wie die transgenen

Pflanzen.
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4.3  Gezielter Abbau eines pathogenen Effektorproteins

Die bisher vorgestellten Strategien, bestimmte Proteine gezielt abzubauen, basierten auf
einer Proteinfusion mit einem Markerprotein. Ein realer Anwendungsfall erfordert
jedoch in den meisten Féllen eine direkte Interaktion zwischen einer E3-Ligase mit
einem Zielprotein. Diese Notwendigkeit wird anhand des dritten Experimentalablaufs
verdeutlicht. Das Hauptziel besteht darin, das Abbaupotential chimdarer E3-Ligasen
unabhéngig von dem etablierten GFP-Nanobody anhand eines praxisnahen Beispiels zu
analysieren. Die Wahl fallt auf die pathogene Methyltransferase PbBSMT1, welche mit
dem Erreger der Kohlhernie Plasmodiophora brassicae in Verbindung gebracht wird.
Das Protein wurde erstmals 2015 auf Basis von Sequenzanalysen nédher betrachtet und
hinsichtlich seiner physiologischen Eigenschaften im Infektionsprozess charakterisiert
(144). Es wird argumentiert, dass PbBSMT1 die pflanzliche Salicylsdure (SA)
methyliert und damit in eine volatile, inaktive Form bringt (MeSA). Dadurch wird die
Signallibertragung mittels SA wahrend der pflanzlichen Pathogenabwehr gehemmt.
Eine hypersensitive Reaktion, die zum programmierten Zelltod und damit ein Absterben
befallener Wurzelbereiche flhrt, bleibt aus und einem weiteren Befall kann nichts
entgegengesetzt werden. Charakteristische Merkmale einer vorangeschrittenen
Erkrankung sind Gallenbildung an den Wurzeln und das Welken oberirdischer
Pflanzenteile (Abb. 18).

Abb. 18: Schaden an Nutzpflanzen durch die Kohlhernie. Links im Bild eine normal ausgebildete Wurzel ohne
Befall. Rechts die typische Auspragung der Gallen und anschwellen der Wurzelhaar nach Befall mit Plasmodiophora

(https://www.agric.wa.gov.au/broccoli/managing-clubroot-vegetable-brassica-crops).

Die Depletion von PbBSMT1 ist ein vielversprechender proteintechnologischer Ansatz,
um eine Resistenz gegenilber P. brassicae aufzubauen. Eine Grundvoraussetzung fir
diesen zielgerichteten Abbau mittels chimdrer E3-Ligasen ist ein spezifischer,

rekombinanter Antikérper gegen PbSMTL.
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In Abschnitt 4.1 und 4.2 wurde gezeigt, dass Einzeldoménenantikérper sowohl mit als
auch ohne Fusionsprotein heterolog in Pflanzen exprimierbar sind. Ebenfalls konnte die
Funktionalitat der chimaren E3-Ligase bzw. des modifizierten Adapterproteins
VHHGFP4-SPOP in planta bestatigt werden, indem ein erfolgreicher Abbau von
EYFP-CENH3 gezeigt wurde. Da sich die Expression von Nanobodies und scFvs in
Pflanzen bewahrt hat, wurden diese Antikorpervarianten als Basis fur die Herstellung
von anti-PbBSMT1-Antikorpern verwendet. Im Folgenden wird die experimentelle
Selektion eines anti-PbBSMT1-Nanobodies bzw. scFv mittels in vitro-Selektion

beschrieben.

4.3.1 Selektion von PbBSMT1-Nanobodies durch Phagen-Display mit
gereinigtem Antigen

In einem ersten Selektionsexperiment sollte ein hochaffiner Antikdrper gegen

gereinigtes Volllangenprotein angereichert werden. Zu diesem Zweck wurde das

entsprechende Antigen Uberexprimiert und affinitdtschromatografisch gereinigt. Dieses

Antigen wurde anschlielend fur den Selektionsprozess mittels Phagen-Display sowie

flr die Charakterisierung uber verschieden ELISA-Formate verwendet.

43.1.1 Rekombinante Expression der pathogenen Methyltransferase
PbBSMT1

Die PbBSMT1-Sequenz wurde wie beschrieben von Frau Prof. Ludwig-Muller (TU
Dresden) bereitgestellt (144). Aufgrund etablierter Expressionsstamme und Protokolle
wurde die PbBSMT1-Sequenz in den Expressionsvektor pET23a kloniert (ehemalige
Mitarbeiterin der AG Phytoantikorper Dr. Bianca Baudisch). Die Uberexpression
erfolgte in dem E.coli-Stamm BL21 (DE3) und die einstufige Reinigung durch
Affinitatschromatografie mittels Nickel-Nitrilotriessigsdure-Agarose (siehe 3.4.5.2). Die
Qualitat der Elutionsfraktionen wurde durch SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese und
Coomassie-Farbung bzw. Western Blot bewertet (Abb. 19). Anhand der Visualisierung
der Gesamtproteinanteils wird die Reinheit der Fraktionen analysiert. Der Vergleich
zwischen Rohextrakt (R) und der Elution (E) zeigt eine deutliche Reduktion
unspezifischer Proteine in der Elution sowie die Anreicherung eines Proteins mit einem
Molekulargewicht von 35-40 kDa (Abb. 19 A). Die Proteinidentitdt wurde mit einen
anti-c-Myc Western Blot Uberprift. Dabei konnte entsprechend des berechneten
Molekulargewichtes von ca. 38 kDa ein passendes Signal im Rohextrakt und der
Elutionsfraktion detektiert werden (Abb. 19 B).
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Abb. 19 Affinitatschromatografische Reinigung der Methyltransferase PoBSMT1. (A): Coomassiefarbung zur
Beladungskontrolle und Visualisierung des Gesamtproteins. Gegeniiber dem Rohextrakt zeigte sich eine deutliche
Anreicherung einer Proteinentitat auf Hohe zwischen dem 35 und 40 kDa Marker. (B): Nachweis des Zielproteins
PbBSTMT1 (38 kDa) durch anti-c-Myc-Western Blot. Die Position des Signals entspricht dem berechneten
Molekulargewicht. Die Fraktion mit angereichertem PbBSTMT1 war rein genug fir ein screening-Experiment. M —
PageRuler Protein Stain (+), R — Rohextrakt, E — Elution.

Die Proteinkonzentration der vereinigten Elutionsfraktionen entspricht ca. 1,5 pg/uL.
Proteinreinigungen stellen einen Kompromiss zwischen Reinheit und Ausbeute dar, da
stringentere  Waschbedingungen mit hoheren Imidazolkonzentrationen sowohl
unspezifisch als auch spezifisch gebundene Proteine von der Matrix verdrangen. Da das
angestrebte screening-Experiment geringe Verunreinigungen toleriert, wurde auf

weitere Reinigungsschritte verzichtet.

4.3.1.2  Phagen-Display zur Selektion von PbBSMT1 spezifischen Nanobodies

Fur die Selektion hochaffiner, spezifisch bindender Phagen wurde das gereinigte
Antigen (PbBSMT1) verwendet. Um Nanobody-Varianten anzureichern, die PoBSMT1
binden koénnen, wurde das Antigen in zwei Konzentrationen (1 pg/pL und 0,1 pg/pL)
an die ELISA Platten (Nunc MaxiSorp®) adsorbiert. Um eine moglichst hohe Diversitéat
zu gewdhrleisten, wurden die drei Phagenbanken, SLL (,,Super Lama Library*), GLL
(,,Giga Lama Library*), und TLL (,,Tera Lama Library*) vereinigt und drei aufeinander
folgende Durchgénge eines Phagen-Displays durchgefiihrt (siehe 3.1.6). Dabei wurde
eine ungefdhre Verdopplung des Phagen-Titers pro Runde beobachtet (Abb. 20).
Hinsichtlich der unterschiedlichen Antigenkonzentrationen konnte keine Korrelation zu

dem ermitteltem Phagentiter ermittelt werden.

70



4 Ergebnisse

Entwicklung des PbBSMT1-Phagentiters
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Abb. 20: Entwicklung des Phagentiters wahrend 3 Runden Biopanning gegen ein proteinogenes Antigen
(PbBSMT1). Titer nach erster Selektionsrunde: ca. 1,3*108 CFU/mL. Die zweite Runde fiihrte zu einer Verdopplung
auf 2,5*108 (0,1 pg/uL Antigen) bzw. einer Vervierfachung auf 5*108 CFU/mL (1 ug/uL Antigen) des Phagentiters.
Dritte Selektionsrunde: Verzehnfachung des Phagentiters (10° CFU/mL) gegeniiber der ersten Runde, unabhéangig

von Antigenkonzentrationen.

Aus den beiden Phagen-Displays mit unterschiedlichen Antigenkonzentrationen wurden
jeweils 96 Klone ausgewahlt, im 96-Well Malstab angereichert und mittels
monoklonalen Phagen- ELISA (Methoden 3.4.6) analysiert. Eine grafische Darstellung
aller Absorptionswerte findet sich in Abb. 21. Einzelne Klone des screenings gegen
0,1 ug/uL Antigen erzielten im Phagen-ELISA relative Absorptionswerte zwischen
0,0036 und 1,7029. Klone aus dem screening mit 1 pg/uL Antigen erzielten Werte
zwischen 0,0008 und 1,6126 [relative Absorption bei 405 nm]. Auf dieser Grundlage
wurden jeweils 24 Klone mit dem hochsten Absorptionswert (> 0,46 des 0,1 pg/pL
bzw. >0,378 des 1 pg/uL screenings) ausgewdhlt und in einem weiteren ELISA

funktionell analysiert.
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Messung der Bindungsstarke angereicherter Phagen

S

S 15

N

o

<

o)

c

L 05 |

o

g oo | i

< 1A 1B 1C 1D 1E 1F 1G 1H 2A 2B 2C 2D 2E 2F 2G 2H
-0,5

Klon Zuordnung

Abb. 21: Messung der Interaktionsstarke angereicherter Phagen durch Phagen-ELISA, nach drei Runden
Biopanning. Nach Anreicherung von PbBSMT1-bindenden Phagen wurde ein anti-PbBSMT1-ELISA durchgefiihrt.
An dieses Antigen bindende Phagen wurden mittels anit-M13-HRP-Antikorper detektiert. Das Diagramm zeigt, dass
PbBSMT1-Bindemolekiile angereichert werden konnten. 1A-1H entsprechen 96 Klonen der Selektion gegen
0,1 pg/uL (Antigenkonzentration), 2A-2H représentieren Klone der Selektion bei 1 pg/pL (Antigenkonzentration).
Rote Linien entsprechen 0,46 und 0,38 und stellen den unteren Grenzwert dar. Klone die héhere Absorptionswerte

zeigen, wurden weitergefihrt.

Eine erste Beurteilung der Bindungseigenschaften Iéslicher Nanobodies erfolgte im 24-
Well-Platten Malstab und plll-Fusionsproteinen. Dazu wurde der E. coli-Stamm
HB2151 mit den ausgewahlten Phagen infiziert und die Proteinexpression der
Nanobody-pllI-Fusionen wie beschrieben (siehe 3.4.6) induziert. HB2151 ist ein amber
codon non-supressor Stamm der aufgrund einer tRNA-Mutation anstatt eines
Translationsstops ein Glutamin bei UAG-Stopcodonen einfugt. Diese Eigenschaft
wurde genutzt, um zuféllig auftretende UAG-Codone innerhalb der Nanobody- oder
scFv-Sequenz wahrend des screening-Prozesses zu unterdriicken. Dadurch erhoht sich
die Anzahl potentieller Binder, da gerade in randomisierten Sequenzbereichen, also vor
allem in comlementatry determining regions (CDRs) der hier verwendeten
Bibliotheken, diese Codone sporadisch auftreten. Das UAA-Stopcodon wurde wéhrend
der Erzeugung der Bank (Martin Giersberg und Udo Conrad, IPK Gatersleben)
vermieden. Die translatierten Proteine enthielten weiterhin die C-terminale plll-Fusion,
wodurch rekombinante Proteine (z.B. Antikorper) auf der Phagenoberflache présentiert
wurden. Fir eine erste Bewertung der Bindungscharakteristik ist diese Eigenschaft

allerdings vernachlassigbar.

Nach der Infektion von HB2151 und induzierter Expression, akkumulierten die
Antikorper als plll-Fusionsprotein im Medium. Eine Bewertung der Bindungsstarke
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lslicher Antikorper erfolgte anschlieBend mit abzentrifugierten Uberstanden der
Expressionskultur. ~ Unlosliche  Varianten  wurden durch  dieses  Verfahren
ausgeschlossen. Des Weiteren wurde das Bindungsverhalten hinsichtlich der BSA
(Bovines Serum Albumin)-Interaktion analysiert und ggf. unspezifisch bindende
Varianten selektiert. Der Kandidatenklon 1B1 zeigte zu diesem Zeitpunkt das beste
Signal-zu-Rausch-Verhalten des ganzen screenings (Abb. 22). Im Anschluss an diese
Vorauswahl, wurden die Kanditatenklone Uberprift, ob sich darunter unerwiinschte
Mischklone befinden.

Messung der Bindespezifitat I6slicher Nanobody-Varianten
0.8
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Abb. 22 Ausschnitt aus der Analyse des spezifischen Bindungsverhaltens ausgewahlter anti-PbBSMT1-
Nanobody-Varianten. Zur Einschdtzung der Bindungsspezifitdt wurden potentiell bindende, vorselektierte
Varianten hinsichtlich der BSA- bzw. PbBSMT1-Bindung untersucht. Der Klon Bl aus Platte 1 (1B1) zeigte als
einziger Klon eine eindeutige Selektivitat der Bindung. Wahrend der PbBSTMT1-Bindung erreichte dieser einen

dreifach héheren Absorptionswert verglichen mit der Bindung gegeniiber BSA.

Dazu wurden entsprechende Varianten mit spezifischem Signal mehrfach auf
Kulturplatten ~ vereinzelt, HB2151 Ubernachtkulturen hergestellt und das
Bindungsverhalten im ELISA uberpruft (Daten nicht gezeigt). Nachdem sich eine
reproduzierbare Signalstarke eingestellt hat, wurden diese Varianten sequenziert.
Dadurch konnten potentiell doppelt auftretende Varianten ausgeschlossen und die
Sequenz  der randomisierten CDRs analysiert werden. Aus dem Pool
erfolgversprechender Varianten wurden schliellich die Klone 1B1, 1A5, 8C4, 8A3,
7H4 und 8C3 ndher charakterisiert. Alle ausgewahlten Kandidaten des hier

beschriebenen Nanobody-screenings enthielten die vollstdndige Nanobody-Sequenz.




4 Ergebnisse

Unterschiede zeigten sich erwartungsgemél in den Sequenzen der CDRs
(complementarity determining regions) (Abb. 23).
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8c3 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMGSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSDHSGVTVTIGWFRQAPGKEREF

LR s

L LS R B N T T T T LRI e EL R |
&0 9% 100 110 1’0 130 140|

VNRIYWSSGNTV”ADSVKGRFAISRDlAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYVCAﬁwxy1vadwlvtxxxWWGQGTQVTV

181 VMRIVWSSGNTYHADSVKGRFAISRDlAKNTVDLTMNSLEPEDTAVVVCAMIGRSLVLPHARVAAWWGQGTQVTV
145 VAR I YWSSGNTYNADSVKGRFAISRD IAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAAEVMYGSWARLAAKVWAGQGTQVTY
8c4 VAR I YWSSGNTYNADSVKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAAWNYGVADWL VRS PWWWGQGTQVTY
8A3 vdklVWSSGNvaAstxGRFAlsnolAxNTvoLTMNNLsveoTAvvVCAAGGAVPGGLAWGAFG§WGQGTQVTV
7H4 VAR|VWSSGNTVNADSVKGRFA|snolAKNTVDLTMNNLEpEDTAVVVCAﬂmVGSRWPVQVVHFv GQGTQVTV
8 y RIVWSSGNTV‘IADSVKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPEDTAVVVCA NYGVADWL VRS PWVWGQGTQVTV

S s SR

T PG LR B SR |
170 130 140

T S e A
160 1;0 léO
SSAGAAAHHHHHHGAAEQKL ISEEDLNGAA .

181 SSAGAAAHHHHHHGAAEQKL ISEEDLNGAA.
1A5 SSAGAAAHHHHHHGAAEQKL ISEEDLNGAA.
804 SSAGAAAHHHHHHGAAEQKL I SEEDLNGAA .
8A3 SSAGAAAHHHHHHGAAEQKL ISEEDLNGAA .
7H4 SSAGAAAHHHHHHGAAEQKL ISEEDLNGAA .
83 SSAGAAAHHHHHHGAAEQKL ISEEDLNGAA .

e

180

Abb. 23 Sequenzanalyse selektierter Nanobody Varianten. Die CDRs sind mit einer gestrichelten Linie
eingerahmt. Innerhalb der CDR1 unterschied sich ausschlieBlich Variante 8A3 bezliglich der Sequenzabfolge. CDR2
war in allen analysierten Varianten unverdndert. Die grofiten Unterschiede waren in CDR3 nachzuvollziehen.
Framework-Regionen waren erwartungsgemaR nicht verandert. Der Sequenzvergleich belegte, dass alle sechs Klone
unikal sind und keine identischen Klone selektiert wurden.

Alle analysierten Varianten zeigten unterschiedliche Aminosduresequenzen in CDR3.
Zusétzlich wurde ein Klon identifiziert, der eine abweichende Sequenz in CDR1 zeigte
(Variante 8A3). Die unterschiedlichen Aminosauresequenzen der CDRs resultierten in
unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften der Antikdrpervarianten, die ihre
Bindungsaffinitat gegenuber einem bestimmten Epitop beeinflussen. Da zu diesem
Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden konnte, dass auch die pllI-Fusion eine Rolle bei

der Antigenbindung spielt, wurden die Nanobody-Sequenzen der Kandidatenklone mit

74



4 Ergebnisse

5- und 3'-Ende flankierenden Primern amplifiziert und in den bakteriellen
Expressionsvektor pET22b(+)-c-Myc kloniert. Die kompatiblen Uberhdnge (Ncol /
Notl) wurden mittels der verwendeten Primer erzeugt und das Zielplasmid durch
Restriktion/Ligation  konstruiert (Methoden 3.3.2). Die daraus resultierenden
Expressionsvektoren wurden fir die Transformation des E. coli-Stamms BL21(DE3)
verwendet (Methoden 3.1.3).

Eine erfolgreiche Uberexpression und anschlieRende Reinigung nach Standardprotokoll
(siehe 3.4.5.2) konnte fur die Varianten 8C4, 1B1 und 8A3 durchgefuhrt werden
(siehe 3.4.5.2). Entsprechende Coomassiefarbungen bzw. Western Blots im Anschluss
an die SDS-Page sind in Abb. 24 dargestellt. Die unspezifische Anfarbung aller
Proteine des Rohextraktes bzw. der Elutionsfraktionen (Abb. 24 A) zeigte eine
Anreicherung von Proteinen mit einem Molekulargewicht von ca. 15 kDa. Durch
Affinitatschromatografie wurden die Zielproteine erfolgreich isoliert. Anhand des
Western Blot dieser Fraktionen wurde der c-Myc-Affinitats-tag nachgewiesen. Dadurch
zeichnete sich ein spezifisches Signal, ebenfalls auf Hohe des 15 kDa Markers, ab. Die
hier nicht dargestellten Klone 1A5, 7H4, und 8C3 konnten nicht erfolgreich gereinigt
werden, da diese entweder von Beginn an unlgslich waren oder nach 24h- Lagerung bei
4°C bereits ausgefallen waren. Aufgrund der daraus zu schlieBenden Instabilitat dieser

Varianten wurden sie von weiteren Experimenten ausgeschlossen.

8C4 1B1 8A3
kDa M R E R E M R E R E MR E R E
| ——
-
-
B A B A B

Abb. 24 Charakterisierung ausgewahlter Nanobody Varianten auf Proteinebene. (A): Coomassie-Farbung der
Proteine. Die Gegeniiberstellung von Rohextrakt und Elution verdeutlicht die erfolgreiche Reinigung der Nanobody-
Varianten, da in der Elutionsfraktion deutlich weniger unspezifische Proteine angereichert sind. (B): Detektion und
Identifikation der iiberexprimierten und gereinigten Proteine durch anti-c-Myc Western Blot. Uber den Western Blot
und die Immundetektion des c-Myc-Tags wurde die Identitit des Nanobodys (ca. 15kDa) nachgewiesen. M: Marker,
R: Rohextrakt, E: Elution.

Zur weiteren Charakterisierung wurden die Bindungsparameter der gereinigten

Nanobodies in Losung untersucht. Dies erfolgte im Rahmen eines kompetitiven ELISA
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(siehe 3.4.6), wodurch zusétzliche Schlusse uber die Bindungsstarke ausgewéhlter
Nanobodies gezogen werden kénnen.

In Vorbereitung auf dieses Kompetitionsexperiment wurden die Nanobody-Varianten
mit unterschiedlichen Antigenkonzentrationen (0, 100, 250, 500, 750, 1000, 2000, 5000,
10000 und 20000 nM) fir 30 min bei 25°C vorinkubiert, bevor sie auf die beschichtete
ELISA Platte Gbergefihrt wurden. Eine ausreichend hohe Antigenkonzentration fur die
erfolgreiche Bindungshemmung wurde im Vorfeld experimentell ermittelt. Die
Auswertung der Daten erfolgte anhand eines Boltzmann-Fit und vorheriger
Logarithmierung der Inhibitorkonzentrationen. Aus diesem Grund sind die Abszissen
der Kp-Diagramme einheitenlos (Abb. 25). Fur alle gezeigten Varianten (8C4, 1B1 und
8A3) ist ein Abfall des Kurvenverlaufs erkennbar. Fir Variante 8C4 und 8A3 ist
allerdings kein Nullpunkt abschatzbar.

(A) Nanobody-Variante 8C4  (B) Nanobody-Variante 1B1 (C) Nanobody-Variante §A3
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Abb. 25 Kompetitiver ELISA zur Charakterisierung der Interaktion zwischen Antigen (PbBSMT1) und
Nanobody-Varianten in Ldsung. Varianten 8C4 (A) und 8A3 (C) zeigen keine Anndherung an den Nullpunkt bei
hoheren Inhibitor Konzentrationen. Einzig die Variante 1B1 zeigt den typischen Abfall der Kurve und lieR damit als

einzige Variante eine Bestimmung der Affinitatskonstante zu.

Variante 1B1 n&hert sich im Bereich zwischen 5000 und 20000 nM einem Nullpunkt
an. Fur die anderen Varianten waren deutlich héhere Antigenkonzentrationen nétig
gewesen, um eine erfolgreiche Inhibierung detektieren zu koénnen. Aufgrund der
geringen Bindungsaffinitdten der Varianten 8C4 und 8A3 wurden sie jedoch nicht
weiterbearbeitet. Eine Bestimmung der Affinitatskonstante wurde nur fir Variante 1B1
vorgenommen. Dabei wurde eine Antigenkonzentration von 50 ng/Kavitdat zum
Beschichten der ELISA-Platte verwendet und Kompetitor (PbBSMT1) in
Konzentrationen zwischen 100 nM und 20 uM eingesetzt. Die Messwerte (siehe Tabelle
A 2) erreichen ein Absorptionsmaximum von 1,072 ohne Inhibitor. Bei der hochsten

Konzentration (10000 nM) wurde ein Messwert von 0,002 erreicht.
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Ein Plot der Messwerte wie oben beschrieben, fihrt zu dem Bild einer sigmoidal

Al1-A2

xX—x0

verlaufenden Kurve (Abb. 26). Die resultierende GIeichungY=A2+1+e o
X
dx

)
erlaubt eine Annéherung an den Wert, an dem eine halbmaximale Substrathemmung
stattfindet. Da die Konzentrationen vor dem Plot zur Basis 10 logarithmiert wurden
ergibt sich ein Wert xo = 2,78013. Entsprechend der Umkehrfunktion konnte eine

Inhibitorkonzentration von ca. 600 nM (£42) berechnet werden.
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Abb. 26 Grafische Darstellung der Ergebnisse eines Kompetitions-ELISA, zur Ermittlung der
Gleichgewichtsdissoziationskonstante von Nanobody-Variante 1B1. Eine halbmaximale Inhibierung der
Antigenbindung (x0) wurde an dem Achsenwert 2,78 (Inhibitor Konzentration) erreicht. Werte der x-Achse wurden
vor dem Fit zur Basis 10 logarithmiert. Nach der Riickrechnung (x=10%78) ergibt sich ein Wert von 602 nM. Dieser
Wert entspricht der Gleichgewichtsdissoziationskonstante. Auf der y-Achse sind Absorptionswerte bei 405 nm
dargestellt.

4.3.2 Selektion von Nanobodies durch Bindung an ein Einzelpeptid.

Struktur- und Sequenzanalysen weisen darauf hin, dass die Pathogen-Methyltransferase
PbBSMT1 Homologien zum pflanzlichen Pendant aufweisen. Dadurch besteht ein
gewisses Risiko, dass zukiinftige Abbaukonstrukte auch zur Degradation
pflanzeneigener Methyltransferasen fuhren kénnte. Damit sich die Chancen auf einen
hoch selektiven Binder erhéhen, wurde ein unikaler Sequenzbereich von PbBMST1 fir
die Synthese eines Peptids ausgewahlt, synthetisiert und anhand dieses Einzelpeptides

ein weiteres Phagen-Display durchgefthrt.
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4.3.2.1  Auswahl eines Peptides

Um Kreuzreaktionen zwischen neu selektierten VHHs/scFvs mit pflanzenspezifischen
Methyltransferasen und in planta zu minimieren, wurde eine unikale Peptidsequenz fiir
die Antikorperselektion ausgewdhlt. Als Hilfestellung wurden bereits publizierte und
validierte Sequenzvergleiche (Abb. 27 A) verwendet (145). Zu den untersuchten
Methyltransferase-Vertretern  gehdéren  Varianten aus Mais (Zea  mays),
Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana), Feenfécher- Clarkie (Clarkia brewewi) und
Plasmodiophora brassicae. Diese Auswahl deckte einerseits Mono- und Dikotyledonen
ab und bildet andererseits mit Arabidopsis einen Vertreter der Kreuzblutengewdchse
ab — dem Hauptwirt von Plasmodiophora brassicae. Dadurch ist ein modellhaftes
Spektrum von Organismen abgedeckt in denen Kreuzreaktionen mit einem anti-MT
Antikorper denkbar sind. Neben der Aminosduresequenz linearer Peptide spielen
Strukturelemente eine wesentliche Rolle bei der Paratopbindung. Aus diesem Grund
wurde als zweite Bedingung fur die Peptidauswahl die Ausbildung einer

Sekundarstruktur gestellt.

Die grafische Darstellung des Sequenzvergleichs (Abb. 27A) zeigt Ubereinstimmungen
in den Sekundarstrukturelementen zwischen den analysierten Methyltransferasen
unterschiedlicher Species. Strukturelemente sind durch Zylinder mit der Bezeichnung a
(Alpha-Helix) und hellblauen Pfeilen mit der Bezeichnung [ (Beta-Faltblatt)
gekennzeichnet. Die Identitét dieser Strukturelemente wurde abgesehen von PbBSMT1
bereits experimentell bestétigt. Eine in silico Strukturvorhersage auf Grundlage der
PbBSMT1 Sequenz wurde mittels I-TASSER (146-148) durchgefiihrt. Diese
Berechnungen haben eine monomere Struktur, wie in Abb. 27 B dargestellt ergeben.
Ein Vergleich dieses 3D-Modells mit den Sequenzvergleichen aus Abb. 27 A zeigte
eine a-Helix an Position 319-340 der PbBSMT1-Sequenz. Die Sequenzunterschiede
gegenlber den pflanzlichen Varianten qualifizierten diesen Abschnitt als guten
Kandidaten fir das Antikorper-screening. Zur weiteren Validierung wurde dieser
Bereich isoliert betrachtet und hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit fir die Ausbildung
einer a-Helix, und der Ldsungsmittelzugénglichkeit Gber den Jpred 4-Server (149)
untersucht.  Entsprechend der Berechnungen wurde eine relativ  gute
Losungsmittelzuganglichkeit vorhergesagt. Diese Schlussfolgerung basiert auf
Berechnungen von Jnet0, Jnet_5 und Jnet_25 (Abb. 27 C). B steht dabei fir burial und
gibt an, welche Aminosduren entweder nicht (0%), 5% oder 25%
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I6sungsmittelzuganglich sind. Sieben der 21 ausgewahlten Aminoséuren sind also
bedingt  zugédnglich, wahrend ein  GroBteil (66%) der ausgewahlten
Aminosdureseitenketten 16sungsmittelzugénglich ist. Eine potentielle Epitopbindung an
diesen Sequenzbereich ist somit theoretisch méglich und sollte aufgrund der Lage des
Peptides in der Gesamtstruktur (Abb. 27 B) nicht sterisch behindert werden.
Beginstigend auf das screening wirkt sich auBerdem der Anteil potentiell
immunogenener Aminosauren (Arginin, Asparagin, Asparaginsaure und Lysin) aus
(150).
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Abb. 27: Auswahl eines Peptides auf Basis von Sequenz- und Strukturdaten. (A): Sequenzvergleich von
Methyltransferasen der SABATH- Gruppe aus sechs verschiedenen Spezies. AAMT, Mais Anthranilsaure
Methyltransferase; AtJMT, Arabidopsis thaliana Jasmonséure Methyltransferase; CbSAMT, Clarkia brewewi
Salicylséure Methyltransferase; AtBSMT1, Arabidopsis thaliana Salicylsdure / Benzoesdure Methyltransferase;
AtIAMT, Arabidopsis thaliana Indole-3-Essigsdure (IAA) Methyltransferase; PbBSMT1, Plasmodiophora brassicae
Salicylséure/Benzoesdure/ Anthranilsaure-Methyltransferase. Gemeinsame Sekunddrstrukturelemente sind mit o
(Alpha Helix) und f (B-Faltblatt) gekennzeichnet und durchnummeriert. a10 entspricht mit ca. 21 AS der lingsten
Alpha Helix. Abbildung modifiziert nach Ludwig- Muller und et al. 2015 (144). (B): Berechnete Raumstruktur des
PbBSMT1 Monomers. In Rot dargestellt ist a10. Das abgebildete Strukturmodell wurde mittels I-TASSER berechnet
(146-148). Als Berechnungsgrundlage diente die PbBSMT1 Raumstruktur Daten von CbSAMT (PDB Code: 3B5I).
(C): Sekundérstrukturanalyse und Evaluierung der Lésungsmittelzuganglichkeit anhand der Aminosauresequenz von
PbBSMT1, zur Bestitigung der ausgewihlten Zielstruktur (a.10). Die Berechnungen wurden mit Jpred 4 durchgefiihrt
(149).
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4.3.2.2  Anreicherung von PbBSMT1-Peptid spezifischen Nanobodies

Auf Basis des synthetisierten Peptides werden drei aufeinander folgende Runden
Phagen-Display durchgefihrt. Die verwendete Methode wurde im Methodenteil
(siehe 3.1.6) beschrieben, allerdings erfolgte die Beschichtung anhand von Streptavidin-
beschichteten ELISA-Platten und dem synthetisierten, Biotin-konjugierten a10-Peptid.
Die Beschichtung erfolgte mit 1mM «l0-Biotin fiir 2h bei Raumtemperatur. Alle
weiteren Schritte erfolgten, wie bereits beschrieben, unter Verwendung der Nanobody-
Phagenbénke SLL, GLL und TLL (siehe 3.1.6 bzw. 4.3.1.). Der Phagentiter der ersten
Runde betrug 1,2 * 10° CFU/mL. Die zweite Selektionsrunde wurde genutzt, um andere
Blockierreagenzien nach der Antigenbeschichtung zu verwenden. Eingesetzt wurde
BSA und in einem separaten Ansatz die Blockierreagenz RotiBlock®. Nach der zweiten
Runde Phage Display wurden 5,7 * 108 CFU/mL (PVA/PVP) bzw. 3,2 * 10" CFU/mL
(RotiBlock®) berechnet. Es zeichnete sich also eine sukzessive Anreicherung potentiell
bindender Phagen ab. Die dritte Runde erfolgte ebenfalls entweder mit BSA-
Blockierung oder mit dem Analogon, welches in diesem Fall eine Mischung zu gleichen
Anteilen  der  synthetischen  Polymere = PVP/PVA  (Polyvenylpyrollidon/
Polyvenylalkohol) war.

4.3.2.3  Screening angereicherter Nanobody-Varianten

Die hohe Anzahl potentieller Binder aus dem Phagen-Display wurde hinsichtlich ihrer
unspezifischen Bindung an das entsprechenden Blockierungsmittel —weiter
eingeschrankt. Dieser Schritt sollte verhindern, dass Klone, die mit BSA oder PVP/PVA
interagieren, zukinftig mitgefiihrt werden. Dazu wurden zwei unabhangige ELISA
durchgefuhrt, die der Identifikation von BSA-Bindern bzw. der Identifikation von
PVP/PVA-Bindern dienen. Die Analyse von insgesamt 188 Kandidaten ergab
Absorptionswerte zwischen 0,1 und 2,4. Insgesamt 73 Kandidaten (40 aus dem BSA-
und 33 aus dem PVP/PVA- abhdngigem Phagen-Display) mit einem Absorptionswert

(Ausos) unterhalb von 0,3 wurden fiir weitere Experimente ausgewahlt (Abb. 28).
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Abb. 28: Spezifitatsanalyse selektierter Nanobodies. Eine Auswahl von 92 (BSA)- und 96 (PVVP/PVA)-Kandidaten
wurde hinsichtlich unspezifischer Bindungseigenschaften gegeniiber der verwendeten Blockierlésung getestet. Im
entsprechenden ELISA wurde anstelle des a-10 Peptides, 100 ng/Kavitat BSA bzw. eine Ldsung des gleichanteiligen
PVP/PVA-Gemischs zum Beschichten der Maxi-Sorp Platten verwendet.

Der Negativ-Selektion folgte eine positive Selektion hinsichtlich der Bindungsstérke
gegenliber dem Antigen (PbBSMT1). Aufgrund der geringen GroRe des Peptides fielen
die elektrostatischen Wechselwirkungen mit der Oberflache einer ELISA-Platte
(Polystyrol) zu gering aus. Um eine Bindung zu ermdglichen, wurden biotinylierte
Peptide und Streptavidin-beschichtete ELISA Platten verwendet. Die biotinylierten
Antigene binden entsprechend gerichtet und hochaffin an die Oberflache der
Versuchsmatrix. Eine grafische Darstellung der ELISA-Messwerte zeigt ein stark
variierendes Bindeerhalten einzelner Varianten (Abb. 29). Insgesamt wurden fur 73
Kandidaten relative Absorptionswerte zwischen 0,2 und 2,3 gemessen. Zur weiteren
Eingrenzung potentieller Binder wurden alle Varianten mit einem relativen
Absorptionswert von > 1,1 ausgewahlt. Die daraus resultierenden 40 Kandidaten

wurden mittels kompetitivem ELISA (3.4.6) analysiert.
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Abb. 29: ELISA zur Charakterisierung der Interaktion zwischen Nanobody-Varianten und dem Einzelpeptid
al0. (A): Ergebnis aller Kandidaten die wéhrend des Phagen-Displays mit BSA basierten Blockier Ldsungen
angereichert wurden. (B): Ergebnis aller Varianten, die aus PVP/PVA- blockierten Phagen-Display stammen. Alle
Varianten mit einem relativen Absorptionswert > 1,1 wurden fiir weitere Analysen verwendet, die tibrigen Varianten

wurden nicht weiterbearbeitet.

Durch den Kompetitionsassay wurde neben der Bindespezifitat auch das Bindeverhalten
in Losung charakterisiert. Streptavidin-ELISA-Platten wurden mit 50 ng des alO
Peptides/Kavitat beschichtet. Freie Bindestellen wurden tber 2h bei Raumtemperatur
mit einer 3%igen BSA Losung blockiert. Im Unterschied zu den bisher dargestellten
ELISA-Varianten, wurden flr dieses Experiment 45 pL einer Phagen Suspension,
einheitlich mit 45 pL einer 1% BSA Lo4sung mit 20 uM des a10-Peptids gemischt (10
UM Endkonzentration) und 30 Minuten vorinkubiert. Speziell im Vergleich zum bereits
durchgefuhrten Kompetitions-ELISA (siehe 3.4.6) fir die Nanobodies 1B1, 8A3 und
8C4 (siehe 4.3.1.2) entfallt hier ein Konzentrationsgradient zugunsten einer grof3eren
Versuchsgruppe. Parallel dazu findet dieselbe Vorinkubation ohne Peptid in einem
Kontrollansatz statt. Die Nachweisreaktion und das Auslesen der Platte erfolgen wie

bereits beschrieben. Die Visualisierung der Daten legt keine wesentlichen Unterschiede
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zwischen Kompetition und Kontrollversuch offen (Abb. 30). Entgegen der Erwartung
lieR keine der 40 potentiellen Varianten eine Inhibierung der Bindung unter den
verwendeten Versuchsparametern zu. Von einer starken Protein-Interaktion der

Bindepartner in Losung kann nicht ausgegangen werden.

Kompetiterbarkeit der Peptidbindung
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Abb. 30: Kompetitionsexperiment zur Charakterisierung des Bindeverhaltens von Nanobody-Varianten
gegeniiber dem a10-Peptid in Ldsung. Schwarze Balken reprasentieren Messwerte die durch VVorinkubation mit 10
UM des al0-Peptids erzielt wurden. Gestrichelte Balken bilden die Vergleichsgruppe. Anstelle des Kompetitors
wurde dabei eine 1% BSA in PBST Ldsung ohne Kompetitor vorinkubiert. Keine der analysierten Varianten zeigt ein
veréndertes Bindeverhalten. Damit ist nicht von einer spezifischen Bindung auszugehen.

Um dennoch herauszufinden, ob einer der angereicherten Kandidaten unabhéngig von
der Bindungsstarke mit dem Volllangenprotein reagiert, wurde ein indirekter ELISA
durchgefuhrt. Wie in Methodenteil beschrieben (siehe 3.4.6) wurde dafiir mit 100 ng
gereinigtem PbBSTM1 pro Kavitat beschichtet, 90 pL der Phagensuspension zugegeben
und eine potentielle Bindung durch die Detektion des c-Myc-tags nachgewiesen. Als
Referenz wurde der stérkste Binder aus dem screening gegen das Volllangenprotein
(Variante 1B1, siehe 4.3.1) mitgefihrt. Die im Diagramm (Abb. 31) aufgetragenen
Messwerte wurden eine Stunde nach der Zugabe des Nachweis-Substrates erhoben. Zu
diesem Zeitpunkt war das Signal der Variante 1B1 ubersattigt und hatte das obere
Detektionslimit Uberschritten. In dieser Zeit entwickelten die Peptidbinder relativ
homogene Messwerte zwischen 0,120 und 0,197, was keiner eindeutigen Interaktion mit

dem Volllangenprotein entsprach.
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Abb. 31: Charakterisierung der Bindung des Volllangenproteins PbBSMT1 von Varianten die mit dem
peptidbasierten screening-Verfahren gewonnen wurden. Das Bindungsverhalten von Kandidatenklonen aus dem
peptidbasierten screening wurde anhand eines indirekten ELISA analysiert. Ein Vergleich mit dem Referenz-
Kandidaten (1B1), zeigte keine der Varianten ein Signal vergleichbarer Intensitét.

Besonders im Vergleich mit dem Referenzantikérper (1B1) fielen Messwerte flr die
Bindungsstarke &uferst gering aus. Aufgrund dieses negativen Versuchsergebnisses
wurden weitere Versuche, Nanobodies auf Basis eines einzelnen Peptides zu

charakterisieren oder zu selektieren, eingestellt.

4.3.3 Selektion von Antikdrpern gegen PbBSMT1 mittels Peptidarray

Im Vergleich zu dem vorherigen Selektionsverfahren wurde in diesem Ansatz eine
Peptid-Bibliothek verwendet. Bei dieser Herangehensweise wurden mehrere
ausgewahlte Peptide auf eine Trégermatrix synthetisiert und diese fur das screening
verwendet. In der folgenden Strategie zur Gewinnung von spezifischen Bindeproteinen
wurde auf eine Vielzahl verschiedener PbBSMT1-Peptide anstelle des
Volllangenproteins  zurickgegriffen.  Zu  diesem  Zweck wurden einzelne
Peptidsequenzen, welche oberflachenexponierte Areale das nativen Proteins
reprasentieren, auf einer Tragermatrix synthetisiert (Prof Armin Djamei, Universitat
Bonn). Aufgrund von Einschrankungen des technischen Verfahrens der Peptidsynthese
war die Anzahl der moglichen Peptide pro Trager auf maximal n=30 limitiert.
Zusatzlich war nur die Synthese von maximal 19 aufeinander folgenden AS mdglich,
wobei nur bei einer Anzahl von maximal 15 AS eine fehlerfreie Synthese gewahrleistet
war. Die Peptidsequenzen wurden so gewahlt, dass sie sich immer 4-7 AS des C-

Terminus mit dem N-Terminus des Nachfolgers uberlappen (siehe
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Tabelle A 3). Dadurch werden interne AS auch N-terminal prasentiert. Bestimmte
Sequenzbereiche, die eventuell aufgrund unterschiedlicher AS-Seitenketten maskiert
sind, werden somit ebenfalls abgebildet. Das Antigen (PbBSMT1) hat eine
Gesamtlange von insgesamt 356 Aminosauren. Unter den gegebenen Voraussetzungen
und mit einer Uberlappung von 5 Aminosauren am N-terminalen Ende, wurden mit
jedem Peptid immer 10 individuelle Aminoséuren dargestellt. Um die Kapazitat der
verfigbaren Trégermatrix optimal auszunutzen, mussten Einschrdnkungen der
verwendeten Sequenzabschnitte gemacht werden. Eine Auswahl der Peptide wurde auf

Basis der folgenden rationalen Griinde durchgefuhrt.

4.3.3.1  Auswahl einer Gruppe von Peptiden fur das Peptidarray

Neben der Lésungsmittelzugénglichkeit ist die Exposition von Sekundéarstrukturen an
der Molekiloberflache ein wichtiges Kriterium flr Proteininteraktionen. Fir die
Selektion entsprechender Sequenzabschnitte wurden in silico Strukturanalysen des
Zielproteins mit Hilfe des I-TASSER-Servers durchgefuhrt (146-148). Zusammen mit
den Sekundarstrukturdaten auf Grundlage der Aminosaure-Sequenz (Abb. 27) wurden

relevante Module entsprechend ihrer Lage definiert.

Unzugangliche Sequenzbereiche wurden von der Peptidauswahl ausgeschlossen. Auf
dieser Grundlage ausgewéhlte Peptide sind der zu entnehmen. Eine Visualisierung der
Bereiche im Kontext der Gesamtproteinsequenz ist in Abbildung A 10 dargestellt. Die
Lange der Sequenzabschnitte wurde manuell an Sekundarstrukturelemente angepasst,
damit a-Helices moglichst unterbrechungsfrei und vollstdndig abgebildet werden. Es
resultieren Langen von 13-19 Aminosauren. Der berwiegende Anteil iberschreitet die
empfohlene Lange von 15 AS nicht. Damit die erste a-Helix vollstdndig abgebildet

werden konnte, wurde in diesem Fall ein langerer Abschnitt (19 Aminoséuren) gewahit.

4.3.3.2  Anreicherung von scFv-Varianten anhand einer Peptidmatrix

Zum Versuchszeitpunkt stand neben der Nanobody-Bibliothek zusétzlich die scFv-
Phagen-Bibliothek , Tomlinson-Libraries A + B*“ zur Verfiigung. Da in der
Vergangenheit ebenfalls spezifische Antikorpervarianten anhand dieser Phagen-Bank
selektiert werden konnten, um die Diversitat potentieller Binder zu erhdhen, wurde das
folgende screening mit diesen Banken durchgefiihrt. Das screening erfolgte unter
Verwendung der bereitgestellten Peptidmatrix (Prof. Dr. Armin Djamei von der

Universitat in Bonn), deren Beladung in Abschnitt 4.3.3.1 erldutert wurde. Methodische
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Abweichungen zum klassischen Phagen-Display wurden in Abschnitt 3.1.6 erléutert.
Die Phagentiter nach jeder Runde betrugen 5x108, 3,5x108, 6x108 und 3x108. 184 Klone
wurden nach der 4. Runde gepickt und l6sliche scFv sowie Phagen von jedem Klon

erzeugt. Durch Phagen-ELISA wurden mdgliche spezifische Binder identifiziert.

4.3.3.3  Charakterisierung einzelner scFv-Kandidaten

Aus dem screening der scFv-Phagenbanke (Tomlinson A+B) mit Hilfe des Peptid-
Arrays gingen finf potentielle Kandidatenklone hervor, die spezifisch mit dem
Gesamtprotein reagieren (Daten nicht gezeigt). Mittels Sequenzanalyse wurden fir alle
Kandidaten UAG-Stopcodons an  verschiedenen Positionen innerhalb  der
Proteinsequenz identifiziert. Um einen durchgangigen Leserahmen flr die
Proteinexpression aufllerhalb von non-Suppressor E. coli-Stimmen zu ermdglichen,
wurden entsprechende Sequenzbereiche mutiert (von UAG zu CAG). Dies erfolgte tiber
geschachtelte PCR mit sequenzspezifischem Primern (siehe 3.2.2). Eine erneute
Sequenzierung bestatigte den Mutageneseerfolg und zeigt unterschiedliche
Aminosaureabfolgen innerhalb der CDRs verschiedener scFv-Varianten (Abb. 32). Eine
dertaillierte Darstellung einzelner CDRs im Kontext der Framework-Regionen befindet
sich in Tabelle A 1.
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Abb. 32 Sequenzanalyse ausgewahlter scFv-Varianten des anti-Peptid-Bibliothek Phagen-Displays. Die anhand
der Sequenzdaten erstellte Grafik bestdtigt, dass alle Amber-Stop Mutationen erfolgreich bereinigt wurden.
Erwartungsgemaf unterschieden sich die Sequenzen vorrangig in den CDR-Regionen. Bis auf wenige Ausnahmen

waren die Framework-Regionen nicht mutiert.

Die verschiedenen scFv-Sequenzen wurden in den Expressionsvektor pET22b(+)cMyc
kloniert, heterolog in E.coli exprimiert und funktionell durch einen indirekten ELISA
gepruft (Methoden 3.4.6). Als Antigen wurde gereinigtes PbBSMT1
(Volllangenprotein) verwendet. Dabei erfolgte die Adsorption des gereinigten Antigens
an die Oberflache der ELISA-Platten, wéhrend die scFvs in Form ungereinigter
periplasmatischer Extrakte (Methoden 3.4.5) analysiert wurden. Dieser experimentelle
Aufbau erlaubt eine erste Einschatzung des Bindungsverhaltens einzelner scFv-
Varianten mit dem entsprechenden Antigen ohne vorherige Proteinreinigung. Die
grafische Zusammenfassung der Absorptionswerte zeigte, dass alle Varianten mit dem
Antigen spezifisch reagieren (Abb. 33). Die Varianten 3H5, 4H2 und 11B11 zeigten die

hochsten Signale.
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Analyse spezifischer PoBSMT1-Bindung durch scFv-Varianten
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Abb. 33: Analyse der Bindungseigenschaften einzelner Klone. Untersuchung von funf Varianten hinsichtlich ihrer
Antigenbindung. Die Messwerte des indirekten ELISA zeigen die Interaktion zwischen immobilisiertem PbBSMT1
(Volllangenprotein, 50 ng/Kavitét) und periplasmatischen Extrakten der Expressionskulturen. Eine Einschatzung der
Bindungsspezifitat, wurde durch BSA-Bindung untersucht. Extrakte wurden in drei Verdinnungsstufen aufgetragen
(1:200; 1:500 und 1:1000) um einen linearen Messbereich abzudecken. Die Varianten 3H5; 4E10; 4H2 und 11B11
zeigten spezifische, konzentrationsabhéngige Signale. 3H5 und 11B11 vermittelten die stérksten Signale und wurden

im Folgenden néher untersucht.

Weiterhin wurde die Identitat der Proteine mittels Western Blot bestétigt (Abb. 34). Fir
beide Varianten 3H5 und 11B11 wurden Banden unterhalb des 35 kDa bzw. oberhalb
des 25 kDa Markers nachgewiesen. Dies entspricht dem berechneten Molekulargewicht
von ca. 28 kDa fir scFvs. Dieses Versuchsergebnis erlaubt den Ruckschluss auf einen
korrekten Leserahmen des exprimierten Proteins. Die scFv-Varianten 3H5 und 11B11
wurden in voller Lange durch das gewdhlte Expressionsformat synthetisiert. Im
Anschluss an diese VVorexperimente wurden die entsprechenden Varianten gereinigt und

flr eine genauere Charakterisierung des Bindungsverhaltens verwendet.
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Abb. 34: Bestatigung der Proteinidentitat selektierter scFv-Varianten. Die molekulare Identitat der getesteten
scFv-Varianten wurde mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Western Blot bestatigt. Die Varianten 3H5 und
11B11 zeigen Signale in Hohe des berechneten Molekulargewichtes von ca. 28 kDa. Verwendet wurden
periplasmatische Extrakte aus Abb. 33. Aufgetragen wurden 10 pg denaturierter Proteinextrakt in einem
diskontinuierlichen 10% PAA- Gel. Der Nachweis erfolgte Uber anti-c-Myc-Antikorper (primar) und anti-Maus ECL-
Antikorper (sekundér).

Die Reinigung erfolgte mittels Protein-L-Dynabeads (siehe 3.4.5.2.1). Aus den
verwendeten  periplasmatischen  Extrakten der Expressionskulturen  konnten
Elutionsfraktionen mit Konzentrationen von ca. zu 1pg / pL erzielt werden. Die
Einschétzung der Reinigungsqualitét erfolgte durch SDS-PAGE und Western Blot. Die
Reinigungsqualitat wird exemplarisch fur Variante 3H5 gezeigt (Abb. 35). Ein
Vergleich der Reinheit einzelner Fraktionen ist durch die Coomassie-Farbung des
Gesamtproteinanteils der Fraktionen gezeigt (Abb. 35 A). Sedimentiertes Zellmaterial
der Expressionskultur bildet die unldsliche Fraktion. Dieses Material wurde nicht flr
die Reinigung verwendet. Die l6sliche Fraktion zeigte durch die deutlich geringere
Konzentration eine scharfere Abgrenzung einzelner Proteine. Neben den
aufgeschlossenen Proteinen des Wirtsstammes zeichnete sich bereits deutlich das
Zielprotein auf Hohe unterhalb des 35 kDa Markers ab. Die Fraktion mit gereinigtem
Protein zeigte eine solitdre Bande unterhalb des 35 kDa Markers. Da keine weiteren
Banden innerhalb dieser Fraktion erkennbar waren, kann von einer hochreinen
Proteinfraktion ausgegangen werden. Diese entspricht ungeféhr den berechneten 28 kDa
der scFv-Variante. Zur Bestatigung der Identitat des Zielproteins wurden die gleichen
Fraktionen im Western Blot analysiert (Abb. 35 B). Auf HOhe des 35 kDa Markers ist
bei allen drei Fraktionen ein starkes Signal vorhanden. Zusétzlich sind weitere Signale
zwischen dem 55 kDa und dem 70 kDa Marker sowie oberhalb des 170 kDa Markers in
der unloslichen Fraktion erkennbar. Diese GrélRen entsprechen in etwa dimeren (~56

kDa) Aggregaten der scFvs. Multimere Strukturen gereinigter scFvs wurden haufiger
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beobachtet (151). Das Signal oberhalb des 170 kDa Markers reprasentiert
hochmolekulare Proteinaggregate, die das Auflésungsvermodgen des Trenngels
uberschreiten und sich am Phaseniibergang akkumulieren. Die l6sliche Fraktion zeigte
im Vergleich dazu schwéchere Signale zwischen 55 kDa und dem 70 kDa. Zusatzlich
ist ein Signal zwischen dem 15 kDa und dem 25 kDa Marker erkennbar. Diese
Proteinfragmente konnen aufgrund von Strukturinstabilitat auftreten oder das Ergebnis
von Proteaseaktivitdt des Expressionsstammes sein. In der zur Reinigung genutzten
Fraktion werden ebenfalls héhermolekulare Aggregate akkumuliert. Die zusatzlichen

Banden in der Elutionsfraktion entsprechen vom Molekulargewicht den Homodimeren

der scFvs.
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Abb. 35: Reinigung der scFv-Variante 3H5 mittels Protein L. (A): Coomassiefarbung. Unlésliche Bestandteile
waren Uber das verwendete PAA-Gel-System nicht klar aufzutrennen. In der l6slichen Fraktion zeichnete sich das
Zielprotein auf Hohe unterhalb des 35 kDa Markers ab. Die gereinigte Fraktion zeigte fast keine Verunreinigungen.
Das Signal entspricht dem berechneten Molekulargewicht eines scFv (28 kDa). Das verwendete Reinigungsformat
ermdglicht hochreine Proteinfraktionen. (B): Detektion des c-Myc-tags von Zielproteinen. Das beobachtete
Laufverhalten entspricht der berechneten Grolie des scFv. Alle Fraktionen erzeugten Signale zwischen dem 55 kDa
und 70 kDa Marker, sowie oberhalb der 170 kDa. Diese GroRen entsprechen ungeféhr Di- bzw. Tetrameren des scFv.
10% PAA- Gele. Geltaschen wurden mit 10 ug Gesamtproteinextrakt beladen.

Zur Bestimmung weiterer Bindeparameter wurden die gereinigten scFvs in einem
kompetitiven ELISA eingesetzt. Im Gegensatz zum indirekten ELISA wurde dabei das
Bindungsverhalten in Losung analysiert. Mdgliche Bindestellen wurden also weder
sterisch durch benachbarte Molekile noch durch die Immobilisierung an einer

Oberflache blockiert. Dazu wurden die scFv-Klone mit unterschiedlichen
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Konzentrationen des Antigens vorinkubiert und im Anschluss auf eine beschichtete
ELISA-Platte (50 ng PbBSMT1/ Kavitat) tberfuhrt. Nicht-bindende scFvs wurden
durch Phagen-PBS (Tabelle 7) abgewaschen, wahrend bindende Varianten an der
Plattenoberflache verblieben und detektiert werden konnten (siehe 3.4.6). Hohere
Antigenkonzentrationen in Losung fihrten zu weniger gebundenen scFvs am
immobilisierten Antigen. Die Konkurrenz um Bindestellen bildet die Grundlage dieses
Messprinzips. Mit hoéherer Antigenkonzentration kommt es zu einer Hemmung der

Proteininteraktion, wodurch das resultierende Signal schwacher ausféllt.

Die Ergebnisse der kompetitiven ELISAs fur 3H5 und 11B11 sind in Abb. 36 grafisch
dargestellt. Die geringste eingesetzte Antigenkonzentration ist 5 nM, welche in
Teilschritten zu einer maximalen Konzentration von 10000 nM steigt. Diese

Konzentration ist im Diagramm gegen die gemessene Signalstarke aufgetragen.
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Abb. 36: Kompetitiver ELISA zur Einschatzung der Bindungsstarke in Losung. Auf der Abszisse ist die
aufsteigende Konzentration des Inhibitors aufgetragen. Die Ordinate zeigt die Absorptionswerte bei Aasos. Die
Messpunkte ergeben sich aus dem Mittelwert von drei unabhéngigen Replikaten. (A): Analyse der scFv-Variante
3H5. Unter Verwendung eines Bolzmann-Fits l8sst sich eine Dissoziationskonstante von Kp 1932 nM berechnen.
(B): Analyse der scFv-Variante 11B11. Anhand der Messpunkte des kompetitven ELISA und einem Bolzmannfit
ergibt sich eine Dissoziationskonstante von Kp 1772 nM. Die beobachteten Bindungsstarken bilden den unteren
Grenzbereich einer Kompetition, der Uber dieses Messprinzip erfassbar ist. Die Messwerte deuten auf eine schwache

Interaktion mit dem Antigen in Lésung.

Die Funktionsgraphen zeigen die Approximation einer sigmoidal verlaufenden Funktion
an die Messwerte. Anhand dessen kann die Konzentration abgeleitet werden, an der die
Haélfte aller Bindestellen besetzt ist. Dieser Wert der halbmaximalen Hemmung
entspricht der Dissoziationskonstante Kp, wobei die halbmaximale Signalstarke als
Berechnungsgrundlage dient. Die Dissoziationskonstante Kp beschreibt das
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Gleichwicht, das sich bei einer Dissoziation einstellt. Bei einem hohen Kp-Wert liegt
das Gleichgewicht also weiter auf der Seite der dissoziierten Form und ist damit ein
MaR fir eine geringe Affinitit. Eine erfolgreiche Kompetition der Bindung konnte fur
die Varianten 3H5 und 11B11 gezeigt werden. Aus den Werten ergibt sich eine
Dissoziationskonstante von ca. 1,77 uM fiur Variante 3H5 und 1,93 pM fir Variante
11B11. Diese Werte bilden die untere Grenze einer Kp, die im kompetitiven ELISA
nachgewiesen werden kann und weisen auf eine vergleichsweise schwache Interaktion
hin.
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5. Diskussion

Der Signalweg des proteasomalen Proteinabbaus ist hoch konserviert. Sowohl im
Pflanzen- als auch im Tierreich erfolgt die Ubiquitinierung auf Basis homologer
Interaktionspartner und der gleichen molekularen Grundlagen (siehe 1.6 und 1.7).
Einzelne homologe Untereinheiten der beteiligten Proteinkomplexe zeigen hohe
Sequenziibereinstimmungen Uber Speziesgrenzen hinweg. Allerdings hat sich gezeigt,
dass fur einige Untereinheiten des E2-E3-Ligasekomplexes weitaus mehr homologe
Sequenzen in Pflanzen existieren als im Humangenom. So gibt fir das F-box
interagierende Protein ASK insgesamt 21 experimentell bestatigte Varianten (152). Im
Humangenom ist jedoch nur die Variante SKP1 bekannt, welches auf Protein- und
funktioneller Ebene charakterisiert ist. Auf DNA-Ebene sind fir Arabidopsis 694
verschiedene F-box-Gene bekannt (153). Auch fiur pflanzliche SPOP-Proteine sind
mehrere Vertreter bekannt. Fur Arabidopsis sind derzeit 6 verschiedene Varianten
(AtBTB1, AtBTB2, AtBTB3, AtBTB4, AtBTB5, AtBTB6) publiziert und sie interagieren
mit den Arabidopsis-Cullin3-Varianten Cullin3a oder Cullin3b (154). Aufgrund
experimentell bestatigter Interaktionen der AtBTB-Proteine mit dem ethylen response
factor/Apetala2 (ERF/AP2) wird den Molekilkomplexen eine Beteiligung an der
Trinskriptionskontrolle Gber den Abbau der Transkriptionsfaktoren zugeschrieben
(155). Insbesondere aufgrund der komplexen Kombinationsmdglichkeiten oben
angefiihrter E2-E3-Ligase-Untereinheiten gibt es Annahmen {ber potentielle
Funktionen des pflanzlichen UPS in der Pathogenabwehr (156, 157), da sie als sessile
Organismen (ber kein mit S&ugern vergleichbares Immunsystem verfligen. Es ware
daher sehr wahrscheinlich, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten SPOP-
Konstrukte aus dem Humangenom auch einen Interaktionspartner in Pflanzen haben.
Erste Beweise und Anwendungsbeispiele fiir die ubiquitaren Bindungseigenschaften der
E3-Ligase-Interaktionspartner lieferte die AID (auxin inducable degron)- Methode
(103). Dabei wurde gezeigt, dass ein pflanzliches F-Box Protein (TIR1) mit SKP1-
Proteinen in Insekten- und Humanzellen interagieren und dies zu einem gezielten
Proteinabbau fiihren kann. Der umgekehrte Anwendungsfall, also ein tierisches F-Box
Protein (NSImb) fur den gezielten Proteinabbau im Pflanzenmodell zu verwenden,
wurde ebenfalls experimentell dargestellt (4). Da sich das 26S Proteasom als robustes
System fir den gezielten Proteinabbau etabliert hat, wurden in dieser Arbeit Versuche

zur kompartimentspezifischen Degradation von Zielproteinen durchgefihrt. Zu diesem
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Zweck wurden zunéchst GFP-Fusionsproteine genutzt, um die starke Bindung von anti-
GFP-Nanobodies an GFP zu nutzen, die bereits in verschiedenen Experimenten

verwendet wurde (2, 3).

51  Abbau von kernlokalisierten Proteinen am Beispiel von EYFP-CENH3

Ein kompartimentspezifischer Proteinabbau ermoglicht funktionelle Studien von
Proteinen an ihren zellularen Wirkungsorten. Selbst vielversprechende Methoden wie
CRISPR/Cas9 ermdglichen kein zell- oder kompartimentspezifischen knock-down. Dies
zeigt den Bedarf einer Methode, die es ermoglicht, Proteine spezifisch an ihren
Wirkungsbereichen auszuschalten und oder abzubauen.

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschreibt einen entsprechenden Modellversuch.
Unter Verwendung der bereits publizierten Konstrukte NSImb-VHHGFP4 (3) und
VHHGFP4-SPOP (5) wird experimentell erortert, ob ein Abbau kernspezifischer
Proteine in Pflanzen umsetzbar ist. Als Zielmolekil fir den zellkernspezifischen
Proteinabbau wurde EYFP-CENH3 ausgewahlt (7). CENH3 ist eine Histonvariante, die
wahrend des Zellzyklus mit Zentromeren der Chromosomen assoziiert. Sie spielt eine
wesentliche Rolle bei der Trennung von hochkondensierten Metaphasechromosomen,
indem sie einen Angriffspunkt fir den Spindelapparat bildet. Die Sequenz des hier
verwendeten CENH3 entstammt dem Arabidopsis thaliana (At)-Genom. Die
Grundvoraussetzung fir eine korrekte Lokalisierung dieser CENH3-Variante in
Zellkerne der Versuchspflanzen ist die Interaktion von At-CENH3 mit chromosomaler
DNA in Tabak. Dies wurde bereits experimentell bestatigt und tritt vorwiegend bei
evolutionédr verwandten Spezies auf (158). Die N-terminale EYFP-Fusion ermdglicht

eine Analyse des Fusionsproteins durch Fluoreszenzmikroskopie oder Western Blot.

Fur die Abbauanalyse wurden transgene N. tabacum-Linien mit stabiler EYFP-CENH3
Expression erzeugt. Aufnahmen mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie dieser
Linien bestatigen, dass EYFP-(At-)CENH3 in Tabakpflanzen innerhalb des Zellkerns
lokalisiert ist (Abb. 11). Den eindeutigen Beweis liefern die punktuell angesiedelten
Fluoreszenzsignale innerhalb des Zellkerns. Dieses Signalmuster entspricht bereits

publizierten Daten (7).

Diese transgenen Tabakpflanzen wurden mit jeweils einem chimaren E3-Ligase-Gen,
VHHGFP4-SPOP oder NSImb-VHHGFP4 (bertransformiert. Wie bereits publiziert
wurde, zeigt der verwendete anti-GFP Nanobody ebenfalls Affinitdtskonstanten im
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nanomolaren Bereich gegenuber EYFP (98). Damit ist die proteinbiochemische
Grundlage fir eine Interaktion von EYFP-CENH3 mit NSImb-VHHGFP4 oder
VHHGFP4-SPOP gegeben. Eine vorherige in vitro Analyse der Interaktion beider
Partner war zum Versuchszeitpunkt nicht méglich, da die heterologe Uberexpression
von EYFP-CENH3 in E. coli ohne Erfolg war (Daten nicht gezeigt) und die
Konzentration im Rohextrakt transgener Pflanzen flr eine affinitdtschromatografische
Reinigung nicht ausreichte. Aus diesem Grund werden Ruickschliisse auf eine

Interaktion aus den Abbauanalysen in planta getroffen.

Innerhalb molekularer Analysen wurde gepruft, ob die Pflanzen Uber die
entsprechenden Genkonstrukte verfligen, Priméartranskripte akkumuliert wurden und
Proteine entsprechender Grofie nachweisbar sind. Um die vollstandige Genexpression
transgener Versuchspflanzen zu Uberprifen, erfolgte ein Nachweis der Zielproteine
mittels Western Blot. Proben der transgenen Pflanzen wurden hinsichtlich ihrer
VHHGFP4-SPOP bzw. NSImb-VHHGFP4 oder VHHGFP4 Akkumulation analysiert
(Abb. 9). Dabei konnte die Expression der chiméren E3-Ligasen anhand des erwarteten
Molekulargewichtes nachgewiesen werden. Niedermolekulare Signale im Western Blot
traten aufgrund der Probenaufarbeitung auf. Die Pflanzenproben wurden nach der
Homogenisierung direkt mit Laemmli-Puffer versetzt, erhitzt (5 min bei 65°C und 15
bei 95°C) und nach der Quantifizierung in einem SDS-PAA-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Hintergrundsignale durch Chlorophyll-Fluoreszenz oder durch andere
Proteine, die mit dem Antikorper reagieren, konnten durch Proteinfallung reduziert
werden. Zu Gunsten der Effizienz und aufgrund der ausreichenden Signalqualitat wurde

auf diesen Zwischenschritt verzichtet.

Um den vollstdndigen Abbau des Zielproteins in transgenen Pflanzen nachzuweisen,
wurde N-terminales EYFP Uber anti-EGFP-Antikdrper und C-terminales CENH3 ber
anti-CENH3-Antikorper im Western Blot analysiert (Abb. 10). Die Koexpression von
VHHGFP4-SPOP und EYFP-CENH3 flihrte zu einer deutlichen Reduktion des EYFP-
CENH3-spezifischen Proteinsignals im Vergleich zu den Kontrolllinien. Demgegentber
stent die Koexpression von NSImb-VHHGFP4 und EYFP-CENH3. Proben dieser
Linien zeigten ein &hnliches EYFP-Expressionsmuster wie Linien die nur EYFP-
CENH3 (berexprimieren. Die Koexpression des anti-GFP Nanobodys und EYFP-
CENH3 in Kontrollpflanzen resultierte ebenfalls in stabiler und unbeeinflusster EYFP-

Expression. Proben aus Pflanzen mit EYFP-CENH3-Uberexpression zeigten weitere
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Signale zwischen dem 55 kDa und dem 70 kDa Marker. Dies entspricht in etwa der
berechneten GroRe eines Heterodimers (68 kDa), das sich an Nukleosomen in der Nahe
von Zentromeren aus endogenem N. tabacum-CENH3 und transgenem EYFP-CENH3
bilden kénnte (159). Die Eigenschaft von CENH3 dimere Strukturen auszubilden,
wurde nicht nur fir Pflanzen beobachtet [25], sondern auch in D. melanogaster [26,27].
Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass Heterochromatin der N. tabacum-Zellen eine
Trennung der CENH3-Dimere im SDS Gel verhindert, auch in Gegenwart
denaturierender Reagenzien. Die geringere Akkumulation moéglicher Nt-CENH3/At-
CENH3-EYFP-Heterodimere in Pflanzenlinien mit VHHGFP4 anstelle des NSImb-
VHHGFP4 konnte durch eine geringe Stabilitdt von EYFP-CENH3 im Komplex mit
VHHGFP4 in planta erkléart werden. Dabei sollte in Betracht gezogen werden, dass der
VHHGFP4-Nanobody eine Dimerisierung verhindert und damit die Komplexbildung
inhibieren koénnte. Das wird teilweise durch grofle Mengen an CENH3-EYFP
Monomeren bestatigt, die in NSImb-VHHGFP4-Transformanten akkumulieren (Abb.
10A).

Um zu kléren, ob die Voraussetzung fur eine EYFP-CENH3-Expression gegeben ist,
wurde mittels qPCR die spezifische mRNA in transgenen Pflanzen mit Gberprift.
Abgesehen von Schwankungen in der Transkriptmenge, konnte fur Linien des Genotyps
VHHGFP4-SPOP/EYFP-CENH3 und NSImb-VHHGFP4/EYFP-CENH3 durchgehend
EYFP-CENH3 mRNA nachgewiesen werden (Abb. 8). Die Ergebnisse der Western
Blots spiegeln die Erkenntnisse der Epifluoreszenz-Daten wieder. Weder die
Koexpression von anti-GFP-Nanobodies noch die Koexpression von NSImb-VHHGFP4
fihrten zu einer Reduzierung des EYFP Signals in den Zellkernen. Ebenfalls konnte
eine starkere Akkumulation von EYFP-CENH3, bei Koexpression mit VHHGFP4 oder
NSImb-VHHGFP4 gezeigt werden. Es gibt Hinweise auf eine Struktur-stabilisierende
Wirkung des hier verwendeten anti-GFP Nanobodies. Strukturgebende Einfllisse von
Nanobodies auf Zielproteine konnten ebenfalls anhand von Versuchen an
Humanzelllinien (Hek293T) beobachtet werden (160). Zusammenfassend deuten die
hier experimentell ermittelten Daten auf einen erfolgreichen, proteasomalen Abbau
kernlokalisierter Proteine hin. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass eine humane E3-

Ligase (SPOP) einen Proteinabbau in Pflanzen fordert.

Zu Gunsten einer besseren Erklarung der hier vorgelegten Ergebnisse muss beachtet
werden, dass EYFP-CENH3 im Zytosol translatiert wird und hdchstwahrscheinlich
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auch im Zytosol abgebaut wird, sobald NSImb-VHHGFP4 oder VHHGFP4-SPOP
koexprimiert werden. Andererseits konnte der Komplex aus EYFP-CENH3 und
chimarer-E3 Ligase fur die Degradation in den Zellkern transportiert worden sein. In
diesem Fall kann wohl kein passiver Transport stattfinden, da der Komplex die
AusschlussgroRe fir den passiven Kerntransport von 40 kDa weit (bersteigt (161).
Humane SPOP E3 Ligasen und ihrer Analoga aus Arabidopsis zeigen eine Tendenz
funktionelle Homodimere zu bilden (155, 162). Die flr diese Arbeit verwendete SPOP
Sequenz wurde durch Ju Shin et al. bereitgestellt (5). Dabei ist wichtig festzuhalten,
dass es sich um eine gekiirzte Variante handelt, in der die Kernlokalisierungssequenz
fehlt. Der erfolgreiche Abbau von EYFP-CENH3 in planta zeigt also ebenfalls, dass
humanes SPOP funktionale Dimere mit Pendants aus dem N. tabacum Genom bilden
kann. Fir Arabidopsis wurden sechs unterschiedliche Proteinvarianten mit einer BTB-
Doméne identifiziert und sowohl auf Genom- als auch auf Proteinebene experimentell
bestatigt (155). Fur den Interaktionspartner Cullin3 wurden die zwei Varianten Cullin3a
und Cullin3b identifiziert (163). Da die Assemblierungen des BCR-Ligase-Komplexes
auf der Interaktion zwischen BTB-Domane und Culllin3 basiert, ist davon auszugehen,
dass kompatible Cullin-Varianten in N. tabacum vorhanden sind und entsprechende
BTB-Domanen ausreichend hoch konserviert sind, um spezifische Interaktionen zu
ermoglichen. Speziell fir Tabak wurden bisher keine SPOP-Proteinvarianten
experimentell bestatigt. Die prasentierten Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass
zumindest kompatible Cullin-Protienvarianten intrazellular vorliegen, die Bestandteile

funktionaler E3-Ligase Komplexe sind.

Besonders der ubiquitare Charakter des 26S Proteasomsignalweges wird hier durch den
erfolgreichen Proteinabbau in planta verdeutlicht. Trotz der Sequenzunterschiede
konnen artiibergreifend einzelne Untereinheiten des E3-Ligase Komplexes mit einander
kreuzreagieren. Die Anzahl unterschiedlicher Ligaseklassen und die damit verbundene
Komplexitat verschiedener Untereinheiten bietet einen groRBen Spielraum fur die

Entwicklung neuer Technologien fiur den gezielten Proteinabbau.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erbringen einen experimentellen Beweis flr den
erfolgreichen, zielgerichteten Abbau kernlokalisierter Proteine. Eine sinnvolle
Fortsetzung des Versuchs, die in direktem Bezug zu CENH3 steht, wére die Erzeugung
von Haploidie-Induzierer Linien (haploid inducer lines). In der Pflanzenziichtung wird

dieses Phdnomen genutzt, um reinerbige Linien zu erzeugen, die fur ein relevantes
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Merkmal homozygot bzw. doppelt haploid (DH) sind. Aufgrund ihres seltenen
Auftretens ist das Erzeugen solcher Linien anhand von konventionellen
Zuchtungsmethoden mit hohem Arbeits- und Zeitaufwand verbunden (164). Eine auf
Colchicin basierende Technik wird industriell eingesetzt, um DH-Induzierer Linien
herzustellen (165). Colchicin hemmt die Ausbildung des Spindelapparates indem es
B-Tubulin bindet und eine Dimerisierung von Tubulinen verhindert. Wahrend der
Mitose kann somit keine korrekte Segregation der Schwesterchromatiden erfolgen. Die
toxische Wirkung von Colchicin betrifft eukaryotische Lebewesen im Allgemeinen und
bringt direkte Gesundheitsrisiken fiir das Personal mit sich und muss als Gefahrenstoff
gesondert entsorgt werden. Eine Alternative konnte der gezielte Abbau von CENH3 in
gentechnisch modifizierten DH-Induzierer Linien bieten. Da sich das Genom der DH-
Induzierer Linie in den Nachkommen nicht weitervererbt, handelt es sich bei den

Ertragspflanzen per se nicht um GVOs (Gentechnisch Verénderte Organismen).

CENH3 st ebenfalls an der Segregation von Chromosomen beteiligt, da es die
Assemblierung der Kinetochore durch den Einbau von CENH3 an Nukleosomen des
Zentromers initiiert (166). Wéhrend der Kernteilung verbindet sich der Spindelapparat
mit den Kinetochoren und zieht die Schwesterchromatiden in Richtung
entgegengesetzter Pole (167). Stérungen der Histonvariante H3 fiihren zu fehlerhafter
Segregation. Anhand von Arabidopsis CENH3-Knockdown-Mutanten konnten eine
reduzierte mitotische zugunsten einer erhéhten meiotischen Segregation gezeigt werden
(168). Die gezielte Deletion von CENH3 konnte also ebenfalls die Segregation der
Schwesterchromosomen verhindern (Abb. 37). Eine weitere Voraussetzung fir dieses
Experiment sind komplementierte cenh3”- Arabidopsis-Nullmutanten, in denen das Gen
fur CENH3 durch ein Genkonstrukt aus GFP und der N-terminalen Doméne der H3-
Variante komplementiert wurde (169). Genetisch komplementierte Pflanzen, in denen
endogenes CENH3 durch EYFP-CENH3 ersetzt wurde, kdnnten in Verbindung mit der
hier gezeigten Methode als Modellpflanzen verwendet werden. Allerdings musste dafiir
ein induzierbarer oder ein eizellspezifischer Promotor flr die Expression der chimaren
E3-Ligase verwendet werden, da der konstitutive Abbau von EYFP-CENH3 in den
komplementierten Linien letal ware. Letztlich wirde das Genom der Haploidie-
induzierenden Linie nicht mit vererbt werden und eine doppelt haploide Pflanze mit

dem Chromosomensatz des anderen Elters entstehen. Diese Technik wiirde das
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Erzeugen genetisch stabiler Pflanzen innerhalb einer Generation ermdglichen, was eine

erhebliche Beschleunigung des Ziichtungsfortschritts zur Folge hatte.
A Komplementierung von CENH3 mit EYFP-CENH3

[

CENH3 +/+ EYFP-CENH3 +/+
Wildtyp [cenh3-/-]

iRt

Haploidie Induzierer Wildtyp

l

Induzierte Degradation

Hybride Zygote von EYFP-CENH3

AT

Anaphase Mitose \’
KWz

|

Haploide Pflanzen +— ““

Abb. 37: Schema zur Erzeugung einer Haploidie-Induzierenden (HI) Pflanzenlinie. (A): Komplementierung des
nativen CENH3 mit EYFP-CENH3. Die erzeugten Mutanten sind CENH3-defizient. Dessen Funktion wird von

EYFP-CENH3 dbernommen. (B): Kreuzung von HI Linien mit Wildtyp Pflanzen. Durch einen induzierbaren
Promotor wird die Expression von VHHGFP4-SPOP eingeleitet. Der Abbau von EYFP-CENH3 in hybriden Zygoten
unterdriickt die korrekte Assemblierung des Spindelapparates an die betroffenen Chromosomen. Wahrend der
Anaphase werden nur Wildtyp-Chromosomen zu den Polen transportiert. Das Resultat ist eine haploide
Tochtergeneration. Modifizierte Abbildung nach (170).

5.2 Degradation eines kernlokalisierten Proteins pathogenen Ursprungs und
Untersuchung physiologischer Auswirkungen

Die  Sekretion von  Effektorproteinen  durch  Pflanzenpathogene  hemmt

Abwehrmechanismen und ermdglicht eine effizientere Verbreitung parasitarer

Organismen. Am Beispiel von transgenen Pflanzen mit SAP11-GFP5 Expression wurde

zunéchst bestatigt, dass die beschrieben Wachstumsdefizite und phéanotypische

Merkmale ebenfalls in N. tabacum, und unter Verwendung des beschriebenen
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Plasmides pKB-His-SAP11-GFP5-His (Abbildung A 4) auftreten (siehe 4.2.2 und Abb.
15 A und B). Die transgenen Pflanzen zeigten dabei die typischen SAP-11-induzierten
morphologischen Unterschiede im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen. Das bestatigt die
Beobachtungen von Meng Tan et. al (10), dessen Arbeiten auf einer Codon-optimierten
Variante von SAP11 basieren und die gleichen phanotypischen Merkmale hervorrufen.
Aus der Analyse von doppelt transformierten Pflanzen ging eindeutig hervor, dass
geringere SAP11- Mengen zu milderen Phanotypen flhren (siehe 4.2.2 und Abb. 15 D).
Ein Kontrollversuch zeigt, dass VHHGFP4 ohne SPOP-Fusion keine Abmilderung der
Fehlbildungen bewirkt (siehe 4.2.2 und Abb. 15 C). Diese Indizien deuten auf einen
SPOP- vermittelten Abbau des Fusionsproteins SAP11-GFP5 hin.

Zur weiteren visuellen Bestatigung wurden transgene Pflanzen
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Pflanzen mit SAP11-GFP5 Koexpression zeigen
schwache Fluoreszenzsignale entlang der Zellwand und eine starke Signalanreicherung
im Zellkern (Abb. 16). Versuchspflanzen mit kombinierter Expression von SAP11-
GFP5 und VHHGFP4-SPOP zeigen deutlich schwachere bis gar keine GFP-spezifische
Fluoreszenz. Dies bestarkt die Hypothese, dass abgemilderte Phanotypen auf geringere
SAP11-GFP5-Konzentrationen zurtickzufuhren sind. Starke Fluoreszenzsignale in
SAP11-GFP5/VHHGFP4-Pflanzen und schwache bis keine Signale in Pflanzen mit
SAP11-GFP5/VHHGFP4-SPOP-Koexpression sprechen ebenfalls fir den SPOP-
abhangigen Abbau von SAP11-GFP5 hin.

Ein dritter Beweis sollte die massenspektrometrische Analyse des Jasmonsaure-
Gehaltes transgener Pflanzen liefern. Als Reaktion auf Verwundungen, beispielsweise
infolge eines Pathogenbefalls bzw. durch FraB, synthetisieren und akkumulieren
Pflanzen Jasmonsdure hauptséchlich im Leitgewebe, der Bindelscheide und der
Epidermis (171). Auf zellularer Ebene findet die Synthese in den Chloroplasten und den
Peroxisomen statt und dient als Signaltransmitter pflanzlicher Entwicklungsprozesse
und Abwehrmechanismen. SAP11 wurde erstmals in Phytoplasma spec. entdeckt und
als Effektorprotein, das eine systemische Pflanzenabwehr beeinflusst identifiziert (172).
Dieses obligat parasitar lebende Bakterium wird von Insekten in das Phloem der
Wirtspflanze sezerniert. Im Zellinneren findet ein Importin a-abhangiger Transport von
SAP11 in den Zellkern statt, wo es verschiedene TFs wie CINCINATA (CIN-) related
TEOSINTE BRANCHED 1, CYCLOIDEA, and PROLIFERATING CELL FACTORS
(TCP) bindet, die unter anderem an der Regulation der LOX2-Genexpression beteiligt
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sind (173-175). 13-LOX-Gene (LOX2, LOX3, LOX4, LOX6) kodieren fir
Lipoxygenasen, die an der initialen Oxygenierung von a-Linolensdure an Position C-13
beteiligt sind (176). Damit Kkatalysieren Lipoxygenasen einen wesentlichen
Syntheseschritt des JA-Anabolismus. Diese Aktivierung von LOX2 wurde bei der
Verwundung von Blattgewebe beobachtet (177). Molekulare Analysen zeigten, dass die
Inhibierung dieses Gens zu einer Hemmung der JA-Synthese und damit zu einer
gehemmten Abwehrreaktion flhrt. Dadurch entsteht dem tbertragenden Schadinsekt ein
Reproduktionsvorteil. Im experimentellen Nachweis &ulerte sich dies in Form einer
vermehrten Eiablage durch Macrosteles quadrilineatus auf die Wirtspflanzen. Im
Vergleich mit gesunden Pflanzen, wurden doppelt so viele Eier von Macrosteles
quadrilineatus auf Blattern abgelegt, die vorher durch Phytoplasmen infiziert wurden
(139, 178).

Insektenbefall

o-Linolenséiure Chloroplast

Transmission von = | + .~ Peroxysom

Phytoplasma spec.
’ Zellkern

//
JA ,f" \
| /
| 1
JA- — | |
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Abb. 38: Schematische Darstellung SAP11-affektierter Signalwege. Phloem-trinkende Insekten stechen das
Leitgewebe an und Ubertragung wéhrend der Mahlzeit Phytoplasma spec. tiber den Speichel. Phytoplasmen
sezernieren SAP11, welches in den Zellkern importiert wird. SAP11 bindet und destabilisiert TCP-
Transkriptionsfaktoren. Als Folge wird die LOX2-Genexpression reprimiert und die Oxylipin-Synthese von JA
gehemmt. JA fordert die Interaktion zwischen JAZ-Repressoren und COI1, einer Untereinheit einer SCF-Ligase. Eine
ausbleibende JA-Akkumulation als Stressantwort wirkt sich auf die Regulation diverser Gene der intrinsischen
Pathogenabwehr aus. Modifizierte Abbildung nach Zhang et al. 2017 (179).

Mit dem Ziel die JA-Akkumulationen in transgenen Pflanzen messen zu kdnnen, wurde
ein Verwundungs-Assay durchgefihrt (siehe 3.6 und 4.2.3). Mit Hilfe einer Pinzette
wurden mehrere Blatter einer Pflanze so einheitlich wie moéglich verwundet und nach

einer 30-mindtigen Inkubationszeit abgeschnitten und mit flissigem Stickstoff
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tiefgefroren. Entsprechend der Dbeschriebenen molekularen Grundlage wurde
angenommen, dass ein Verwundungsstress eine temporére Veréanderung im JA-Haushalt
bewirkt. Eine grafische Darstellung der Messwerte (Abb. 17) zeigt einen massiven
Anstieg der JA-Konzentration in gestressten Blattern, im Vergleich zu nicht gestressten
Blattern. Dabei stiegen die JA-Konzentrationen der verwundeten Pflanzen in den
nanomolaren Bereich, wahrend die ungestresste Kontrollgruppe im pikomolaren
Bereich und weniger (nicht messbar) blieb. Messwerte anderer Publikationen mit
ahnlichen experimentellen Ansétzen, zeigten ebenfalls JA-Konzentrationen im
nanomolaren Bereich (180, 181). Anhand der transgenen Pflanzenlinien konnte die
ursprungliche These, dass SAP11 eine verringerte JA-Konzentration hervorruft jedoch
nicht bestatigt werden. SAP11-GFP5 Pflanzen akkumulieren ahnlich hohe JA-Level wie
Pflanzen mit dem Abbaukonstrukt VHHGFP4-SPOP. Ein &hnliches Bild zeichnet sich
bei der biologisch aktiven Form Jasmonséure-lIsoleucin (lle) ab, mit dem Unterschied,
dass die transgenen Pflanzen ca. die halbe Menge JA-lle in den untersuchten Geweben
ansammeln. Dieser Effekt konnte darauf hinweisen, dass der Einfluss von SAP11 oder
eines der anderen Transgene den Schritt der JA-Konjugation negativ beeinflusst.
Interessant ware eine experimentelle Untersuchung der Interaktion zwischen SAP11-
GFP5 bzw. VHHGFP4-SPOP und gereinigter Jasmonyl-Isoleucin Synthase (JAR1), da
dieses Enzym die Konjugation von Jasmonsaure mit der Aminosaure Isoleucin
katalysiert (182). Im Falle einer Bindung kénnte angenommen werden, dass SAP11-
GFP5 diesen Signalweg negativ beeinflusst. Funktionell kdnnten diese Versuchsansatze
auch mittels Substratabhdngigem APT-32P-PPi-lsotopaustausch analysiert werden
(183). Dabei wirden die gereinigten Interaktionspartner zusammen mit dem ATP-
Isotop, JA und Magnesium inkubiert und ein Teil des Ansatzes auf eine Cellulose-
Polyethylenimin-Membran gegeben werden. Eine Hemmung der Enzymaktivitat zeigt
sich durch eine Anderung des Laufverhaltens, aufgrund des GroRenunterschiedes von
Pyrophoshat (PPi) und ATP. Sollte die Enzymaktivitdt von JAR1 durch Interaktion mit
einem der Fusionsproteine (SAP11-GFP5, VHHGFP4 oder VHHGFP4-SPOP)
gehemmt werden, zeigte sich dies durch prominente ATP-Banden, da wenig bis kein
Substrat ATP-abhdngig umgesetzt wird. Vergleichbare Experimente wurden bisher
nicht durchgefiihrt und beschranken sich auf Dynamiken der JAR1-Transkriptmengen

bei Stresseinwirkung (184) oder Uberexpressions-Analysen (185).
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Die in dieser Arbeit erhobenen Messwerte deuten jedoch darauf hin, dass die
verwendeten Konstrukte keinen Einfluss auf den Jasmonséure-Haushalt haben.
Transformanten mit SAP11-GFP5/VHHGFP4-SPOP-Expression  zeigten  unter
mikroskopischer und makroskopischer Betrachtung einen teilweise rekonstituierten
WT-Phénotyp. Zusammengefasst bedeutet dies, dass die hervorgerufenen
morphologischen  Anderungen der transgenen Pflanzen nicht in direktem

Zusammenhang mit einer moglichen TCP-SAP11-Interaktion stehen.

5.3  Selektion eines anti- PbBSMT1 Bindeproteins

Alle bisher diskutierten Methoden des zielgerichteten Proteinabbaus basieren auf dem
Austausch der Substratbindestelle einer Untereinheit von E3-Ligasen durch einen anti-
GFP-Nanobody. Anhand dieses molekularen Werkzeuges konnte erfolgreich der
spezifische Abbau von GFP bzw. GFP-Fusionsproteinen, sowohl im Zytosol als auch
im Zellkern, induziert werden. Ein n&chster logischer Schritt ist der Proteinabbau

unabhéngig von Fusionen mit einem Markerprotein.

Der modulare Aufbau der Adapterproteine ermdglicht die Deletion der natirlichen
Bindedomane (MATH (meprin and tumor necrosis factor (TNF)-homology))-Domain
bei SPOP und WDA40-repeats bei NSImb) und die Fusion eines anti-GFP-Nanobodies.
Entsprechend der Literatur (3-5) und der hier durchgefuhrten Experimente wurde
gezeigt, dass ein Austausch von C-terminalen (NSImb) oder N-terminalen (SPOP)
Substratbindedomaénen die Funktion der E3-Ligasen in vivo nicht beeintréchtigt. Durch
eine Nanobody-Fusion von E3-Ligasen lasst sich der proteasomale Abbau also beliebig

steuern.

Fur einen experimentellen Nachweis dieser These wurde als Zielstruktur PbBSMT1
ausgewahlt. Dabei handelt es sich um eine pathogene Methyltransferase der SABATH-
Familie (186) aus dem protistischen Organismus Plasmodiophora brassicae (Pb). Die
Sequenz wurde 2015 von Ludwig-Mdller et al., basierend auf Genomanalysen,
beschrieben (144). Analog zu pflanzlichen Methyltransferasen katalysiert P0BSMT1 die
Methylierung von Salicylsdure (SA). Als wichtiger Signaltransmitter liegt SA im
Grundzustand methyliert vor (Me-SA). In diesem Zustand ist sie biologisch inaktiv und
volatil. Die demethylierte Form st an Signalwegen des Pflanzenwachstums
insbesondere wéhrend der Stressantwort bzw. Pathogenabwehr beteiligt. Die

Methylierung freier SA durch PbBSMTL1 reprimiert Signalwege der SAR (systemic
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accquired resistance) und ermoglicht einen effizienten Befall der Wirtspflanze durch
Pathogene. Eine aktive Einflussnahme auf den SA-Haushalt und damit auf die SAR der
Pflanze wurde bereits mehrfach beschrieben. Eine dhnliche Invasionsstrategie konnte
bei Pseudomonas syringae beobachtet werden, welches ein Toxin (Coronatine) in den
pflanzlichen Zellinnenraum sezerniert. Dieser Virulenzfaktor verhindert die Expression
des isochorismate synthase gene 1 (ICS1) und aktiviert die Expression von AtBSMT1.
Die erhéhten Enzymkonzentrationen (AtBSMT1) in den Pflanzenorganen bewirken
eine vermehrte Methylierung von SA und damit eine Verschiebung des Gleichgewichts
zu Gunsten der volatilen MeSA-Form. Verminderte SA-Konzentrationen infizierter
Pflanzenorgane hemmen die Signaltransduktion und die SAR-Antwort befallener
Pflanzen (187-189). Das Wirtspektrum von Plasmodiophora umfasst nahezu alle
Kreuzblutengewéchse (Brassicaceae/Crucifera). Wirtschaftlich relevante Vertreter
dieser Familie sind diverse Kohlsorten (Nahrungsmittelindustrie), aber auch Raps als
Ol- und Biokraftstoffquelle. Plasmodiophora bildet duBerst resistente Dauersporen aus,
die Uber 17 Jahre im Boden Uberdauern (190) und starken Temperaturschwankungen
standhalten. GegenmalRnahmen sind beispielsweise das Kalken des Ackerbodens zur
Einddmmung der Gallenbildung, die grof3flachige Solarisation zum Inaktivieren der
Sporen oder die Rotation des Anbaugutes (191). Jedoch sind diese Methoden nicht unter
allen klimatischen Bedingungen durchfiihrbar, oder nicht wirtschaftlich. Weiterhin
existieren zum Beispiel 159 verschiedene resistente Brassica napus-Hybridsorten. Diese
stellen aber nur eine intermedidre Losung dar, da ihre Herstellung kompliziert ist und
sie nur schwer zugénglich sind (192). Einen anderen Ansatz zur Resistenzerzeugung
bildet der Abbau von PbBSMT1 Uber den 26S Proteasomsignalweg der Pflanze. Der
Grundstein sollte durch die Selektion eines geeigneten Antikdrpers im Rahmen dieser
Arbeit gelegt werden. Zukinftige Fusionsproteine aus E3-Ligase und anti-PbBSMT1-
Antikorper mdussten resistenzbildende Eigenschaften unter Beweis stellen, um als

Grundlage fiir eine agronomische Anwendung genutzt zu werden

Fur die Antikorperselektion wurde in dieser Arbeit die Phagen-Display-Technik
verwendet. Dabei ist die Diversitat der verwendeten Phagenbanke proportional zu der
Wahrscheinlichkeit passende Bindemolekule anzureichern (193). In der vorliegenden
Arbeit wurden zwei Phagenbank-Typen mit verschiedenen Scaffolds verwendet, um die
Wahrscheinlichkeit, eine genligende Anzahl geeigneter PbBSMT1-Binder zu
selektieren, zu erh6hen. Verwendet wurde eine scFv und eine Nanobody Bibliothek.
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Zusétzlich wurden drei unterschiedliche Varianten fur die Antigenpréasentation getestet:
anhand von gereinigtem PbBSMT1-Antigen als Volllangenprotein, als Einzelpeptid
(al10) oder einer Sammlung unterschiedlicher Peptide, die auf eine Membran
synthetisiert wurden (Peptidarray). Aus dem screening gegen das Volllangenprotein
ging eine Nanobody-Variante mit einer Dissoziationskonstante von ca. Kp = 600 nM
hervor. Weder weitere Selektionsrunden noch die Verwendung unterschiedlicher
Blockierlosungen fiihrten zu spezifischen Bindern mit hoherer Affinitat. Hier kdnnten
die eingesetzten screening-Bedingungen zu einem Verlust potentiell bindender
Varianten gefuhrt haben. Beispielsweise wurden nach Adsorption des Antigens uber
Nacht, nicht-bindende Varianten durch 20-maliges Waschen (siehe 3.1.6) mit Phagen-
PBS entfernt. Ein milderes Verfahren mit weniger Reinigungsschritten hatte
mdoglicherweise zu einem hoheren Phagentiter filhren konnen. Eine weitere
Optimierungsmaoglichkeit besteht in dem Auswahlverfahren angereicherter Phagen. Die
Testung mittels Phagen-ELISA ist schnell und effizient, um einen GroRteil nicht-
bindender Varianten auszuschlieBen. Allerdings wurde fiir die Detektion im Phagen-
ELISA ein anti-M13-Antikdrper verwendet, der nicht zwangsweise monomere
Proteinvarianten selektierter Nanobodies oder scFvs nachweist. Vielmehr handelt es
sich um einen indirekten Nachweis, da der verwendete Nachweisantikdrper M13-
Phagenpartikel bindet. Dies ermdglicht eine effiziente Kontrolle der angereicherten
Phagen, unabhangig von ihrer plll-Fusion, lasst aber keine genauen Rickschlisse auf
die Identitat des gekoppelten Binders zu. Dadurch kann zu diesem Zeitpunkt nicht
gesagt werden, ob es sich beispielsweise um trunkierte Nanobody-Varianten handelt.
Diese Varianten konnten ohne Fusionspeptid unldslich sein oder ungeeignete
Bindungseigenschaften zeigen. Mit den entsprechenden Ressourcen ware die Analyse
von deutlich mehr Varianten tber ELSA mdglich. Automatisierte screening-Verfahren
wie sie in spezialisierten Firmen Verwendung finden, haben einen Durchsatz, der mit
dem eines Labormalistabes nicht vergleichbar ist. Dazu gehort beispielsweise die
Reinigung von Antikorpervarianten im 96-Well Mafstab, die es erlaubt ein Vielfaches

an Kandidaten gleichzeitig zu analysieren.

In einem anderen Ansatz wurde anhand der modellierten Raumstruktur von PbBSMT1
eine spezifische Sekundéarstruktur als Antigen ausgewdhlt. Aufgrund der geringen
Grolke sind die auftretenden elektrostatischen Wechselwirkungen zu schwach fur eine
ausreichende Adsorption an Polystyroloberflachen. Umgangen wurde dieses Problem
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durch eine C-terminale Modifikation, die das Peptid durch einen Linker mit Biotin
verbindet. Dadurch kann das Peptid an Oberflachen mit Streptavidinbeschichtung
binden. Das screening lieferte jedoch keinen spezifischen Binder im unteren
nanomolaren Bereich (Kp<10°M). Absorptionsmessungen des Phagen-ELISA zeigten
kein selektives Bindeverhalten gegeniliber dem Volllangenprotein. Ein moglicher Grund
fur den Misserfolg kann in der Sequenz des verwendeten Peptides liegen. Die 21
Aminosduren lange Sequenz enthélt acht als immunogen bewertete Aminosduren
(~38%) (150) und bildet eine oberflachenexponierte sowie I6sungsmittelzugangliche
Region des Zielproteins ab. Allerdings beinhaltet die Sequenz auch 41%, bzw. 9 von 21
hydrophobe Aminosduren. Damit besteht ein gewisses Risiko, dass Binder gegen
Sequenzbereiche selektiert wurden, welche im Volllangenprotein nicht zugénglich sind.
Durch hydrophobe Wechselwirkungen wirde die entsprechende Bindestelle maskiert
werden, was eine Bindung verhindern und somit im ELISA kein spezifisches Signal
ergeben wirde. Des Weiteren basieren die Strukturinformationen auf homology
modeling, da bisher fir PbBSMTL1 keine anderen strukturaufklarenden Experimente
durchgefuhrt wurden. Die in silico berechnete Struktur von PbBSMTL1 basiert auf dem
Rontgenkristall Strukturmodell von CbSAMT (PDB Code: 3B5I), einer SABATH-
Methyltransferase aus Clarkia breweri (194, 195). Im Vergleich zeigt die
Aminoséuresequenz von (al10) deutliche Unterschiede zu anderen Methyltransferasen
(Abb. 27 A). Dies wurde als weiteres Kriterium bei der Peptidauswahl verwendet, um
eine mogliche  Kreuzreaktion  mit  anderen, eventuell  pflanzeneigenen

Methyltransferasen zu vermeiden.

Der aufwéndigen Suche nach einzelnen geeigneten Sequenzbereichen steht der zweite
peptidbasierte Versuchsansatz gegeniuber. Anstelle eines singuldren Peptides wurden 30
verschiedene Peptide auf eine Papiermembran synthetisiert. Aufgrund technischer
Limitierungen im Herstellungsverfahren der Membranen, ist die mdgliche Anzahl an
Aminosduren pro Einzelpeptid auf 19 beschrénkt. Unter Verwendung der berechneten
3D-Struktur wurden dieses Mal mehrere oberflichenexponierte Sequenzbereiche
ausgewahlt. Um die Sequenzbereiche génzlich abzubilden, berlappen sich die letzten
funf Aminosduren mit den ersten Funf der Folgesequenz. Dadurch soll die
Zuganglichkeit zu bestimmten Sequenzbereichen verbessert werden und sterischen
Behinderungen entgegengewirkt werden. Anhand des Phagen-Displays mit dieser
Peptid-Matrix ist es gelungen, mehrere spezifisch bindende scFv-Varianten zu isolieren.

106



5 Diskussion

Im kompetitiven ELISA wurden fur Variante 3H5 eine Kp von ca. 1932 nM und fur
11B11 eine Kp von 1772 nM gemessen. Grundsétzlich ist das Experiment als Erfolg zu
werten. Es konnten zwei bindende scFvs auf Basis eines Peptidarrays selektiert und

anschlieRend charakterisiert werden.

Diese Werte liegen nur knapp im messbaren Bereich und beschreiben das untere
Detektionslimit einer Kompetition. Im Vergleich liegen diese Messwerte ein Vielfaches
unter der Variante 1B1 (ca. 600 nM). Aufgrund der niedrigen Affinitat ist eine
Interaktion in zelluldarer Umgebung unwahrscheinlich. Da die Nanobody- bzw. scFv-
Varianten perspektivisch mit Adapterproteinen aus E3-Ligasen fusioniert werden sollen,
konnten sie allerdings von weiteren Bindungsparametern wie Kofaktoren oder
Aviditatseffekten bei Multimerisierung profitieren (196-198).

Trotz der geringen Affinitdten ist hervorzuheben, dass die Varianten 3H5 und 11B11
aus einem Peptidmatrix-unterstltzten Phagen-Display stammen. Diese Technik der
Antikorperselektion ist ein Novum und wurde in dieser Form bisher nicht beschrieben.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit einer Kombination aus Peptidmatrix
und Phagen-Display spezifisch bindende Antikorper selektiert werden kdnnen. Diese
Methode eroffnet die Mdoglichkeit allein auf Basis von Sequenzinformationen und
computergestutzter Strukturanalyse Antikorper zu generieren. Heterolog schwer
herzustellende Proteine wie Membranproteine, humane Antikorper oder Toxine konnten
mit einer Peptidmatrix, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde, abgebildet werden.
Auf diese Weise ergeben sich neue Wege zur Gewinnung von Antikdrpern gegen
schwer herzustellende, komplexe Proteine (Membranprotein, besonders groRe Proteine).
Zusatzlich lie3e sich das Epitop bestimmen, welches ein selektierter Antikorper bindet.
Sind die Affinitasten hoch genug, kann der selektierte Antikdrper mit der
Peptidmembran inkubiert werden und anschlielend Uber einen Affinitats-tag (c-Myc)
sowie Antikorperkonjugate visualisiert werden. In abgewandelter Form wurde diese

Vorgehensweise fur ein Epitop-Mapping bereits etabliert (199).

Eine zusatzliche Verbesserung der Bindungseigenschaften kann durch Anderungen der
Selektionsbedingungen oder einer nachfolgenden in vitro-Affinitatsreifung erzielt
werden. Dabei ist besonders die in vitro-Affinitatsreifung ein oft verwendetes Konzept
in der Industrie, um Affinitaten bereits selektierter Bindemolekile zu steigern. Am

Beispiel dieser Arbeit wirde man auf Ergebnisse der Variante 1B1 aufbauen. Der
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Sequenzvergleich der selektierten Varianten zeigt die grofiten Unterschiede in CDRS.
Zuféllige Punktmutationen innerhalb der CDR3 konnten bereits potentere Binder
hervorbringen. Denkbar ist ebenfalls die Herstellung einer neuen Bibliothek durch
Randomisierung der DNA-Sequenzbereiche von CDR1 und/ oder CDR2 (ber
Mutagenese-PCR. Anhand dieser vorselektierten Bibliothek konnten ebenfalls bessere
Binder gefunden werden. Die Kombination einzelner Mutationen kann additive oder

synergistische Effekte auf das Bindeverhalten haben (200).

Auch die Verwendung anderer, etablierter Bibliotheken konnte zur Identifizierung
hochaffiner Binder fihren. Dabei ist die verfligbare Palette anderer scaffolds
(Proteingrundgeriste) sehr grof3. Gerade kiinstliche Bindeproteine (Affiline, Anticalline,
Monobodies, DARPIns) bilden eine interessante Gruppe, da ihre Grundstruktur bereits
hinsichtlich bestimmter Eigenschaften ausgesucht werden kann. Zu den Affilinen
gehoren Bindeproteine auf Basis von Gamma-Kristallin (Patent U. Fiedler & R.
Rudolph, 2001, Design von Beta-Faltblatt-Proteinen  mit  spezifischen
Bindungseigenschaften, DE1999132688, european patent register). Sie haben ihren
Ursprung im humanen Augenlinsenprotein und zeichnen sich aufgrund ihrer Struktur
durch eine sehr hohe Stabilitat aus. DARPINs (Designed Ankyrin Repeat (AR) Proteins)
wurden abgeleitet von natirlich vorkommenden AR-Proteinen, die repetitive Motive
aus zwei a-Helices, einer B-Schleife und insgesamt 33 Aminosduren bestehen. lhr
modularer Aufbau begunstigt eine affinitatssteigernde in vitro- Affinitdtsmaturierung
(201). Gegenuber konventionellen Antikdrpern ist besonders die hohe Thermostabilitét
(66-85°C) der DARPINs hervorzuheben. Inspiriert von solchen kinstlichen
Bindeproteinen deren Scaffold aus rationalen Grinden ausgewéhlt wurde, wére eine
Bibliothek auf Basis des Adapterproteins diverser E3-Ligasen denkbar. Bindemotive
wie LLRs, WD40- oder MATH Domanen lieRen sich tber Mutagenese-PCR beliebig
randomisieren und Bibliotheken mit hoher Diversitat entwickeln. Durch Techniken wie
das in dieser Arbeit verwendete Phagen-Display oder auch (ber Ribosomen-Display
(202) liele sich die genetische Information an die Proteinsequenz koppeln und tber ein
geeignetes Selektionsverfahren spezifische Binder gegen PbBSMT1 gewinnen.
Weiterhin konnte die Sequenzinformation zum Paratop eines so selektierten,
hochaffinen Binders verwendet werden, um mittels CRISPR/Cas9 einen knock in an
einer E3-Ligase-Untereinheit vorzunehmen. Pflanzen denen auf diese Art eine

Resistenz vermittelt wird, enthalten per se keine Transgene, da keine artfremde DNA in
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das Genom integriert wird. Auch konnte argumentiert werden, dass eine solche

Mutation durch natiirliche Selektion héatte entstehen kdnnen.

Grundsatzlich konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass durch den
gezielten Abbau von Proteinen im Zellkern verbesserte Ziichtungsmethoden entwickelt
und Resistenzen gegen Pathogene erzeugt werden konnen. Dariiber hinaus werden
Wege aufgezeigt, wie dafur notwendige rekombinante Antikorper effizienter isoliert

werden kdnnen.
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6. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen, dass ein Abbau von Proteinen des Zellkerns in
Pflanzen mittels chimarer E3-Ligasen prinzipiell moglich ist. Dies konnte anhand des
Abbaus von EYFP-CENH3 und SAP11-GFP5 gezeigt werden. Der erfolgreiche Abbau
von EYFP-CENH3 deutet auf eine potentielle Anwendungsmoglichkeit des
Degradationssystems in der Zlchtungsforschung hin, indem Haploidie-Induzierer
Linien generiert werden konnten. Kreuzungen dieser Linien mit Wildtyp-Pflanzen
wirden im Vergleich zu langwierigen konventionellen Ziichtungsmethoden eine
schnelle Propagierung bestimmter elterlicher Eigenschaften ermdglichen. Der Abbau
des Fusionsproteins SAP11-GFP5 ist ein erstes Beispiel fir den Abbau eines
pathogenen Effektorproteins mittels einer chimarer E3-Ligase (VHHGFP4-SPOP) in
Pflanzen. Experimentell konnte der Abbau auf Proteinebene tber Immundetektion und
Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden. Rekonstituierte Phanotypen sprechen ebenfalls
fir eine Reduktion des Zielproteins. Die Untersuchung eines physiologischen
Parameters im direkten Zusammenhang mit der SAP11-Abundanz hat nicht
funktioniert. Hier wurde die Jasmonsdure-Akkumulation verwundeter Pflanzen und
unverwundeter Pflanzen verglichen. In einer vergleichenden Analyse kdnnten mehrere
E3-Ligasen miteinander verglichen werden. Auf eine bestimmte Substratspezifitét lasst
sich durch den Ursprung der entsprechenden E3-Ligase schlieBen. Experimentell konnte
in Betracht gezogen werden, diese Konstrukte anhand von transgenen Pflanzen mit
gewebs- und/ oder kompartimentspezifischer Expression von Markerproteinen zu
testen. Im dritten Teil der Arbeit sollte ein Antikorper gegen die Methyltransferase
PbBSMTL1 des Pflanzenpathogens Plasmodiophora brassicae hergestellt werden. Die
drei selektierten Varianten erreichen Affinitatskonstanten von ca. 600 nM (Nanobody)
und 1932 nM bzw. 1772 nM fur zwei scFv-Varianten. Versuche, die Konstrukte mit
einer E3-Ligase-Untereinheit zu fusionieren und hinsichtlich ihres Potentials PoBSMT1
abzubauen, stehen aus. Die geringe Affinitat l&sst allerdings Bedenken bezuglich des
Bindeverhaltens in einer zellularen Umgebung zu. Dem konnte zukinftig eine
Affinitatsmaturierung der bereits selektierten Varianten entgegengestellt werden. Dabei
waére eine Randomisierung der unveranderten CDRs und eine Negativ-Selektion gegen
pflanzliche Methyltransferasen hilfreich, um einerseits die Affinitat zu steigern und
andererseits die off-target-Effekte zu minimieren. Interessant waren ebenfalls

anschlieBende Resistenztests. Daflir mussten die entsprechenden Konstrukte verwendet
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werden, um transgene Wirtspflanzen herzustellen, die nach einer Charakterisierung
einem experimentellen Plasmodiophora-Befall ausgesetzt werden. Insbesondere
Beobachtungen der oberirdischen Biomasseakkumulation und Morphologie des

Wurzelwerkes lielRen Schlisse auf eine induzierte Resistenz zu.
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Abbildung A 1: Plasmidkarte des Klonierungsvektors pPRTRA-VHHGFP4-SPOP mit dem SPOP-VHHGFP4-
Konstrukt. CaMV 35 Pro: Promotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus (Cauliflower Mosaik Virus CaMV) firr die
Proteiniberexpression in Pflanzen. Ncol/Notl: Schnittstellen fir die Integration von DNA-Konstrukten vor das E3-
Ligase-Adapterprotein SPOP. His: 6xHistidin Affinitats-tag. Cmyc: Affinitats-tag. KDEL: ER-Retentionssignal.

HindIII (4371)
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Abbildung A 2: Plasmidkarte des Zwischenvektors pRTRA-NSImb-VHHGFP4 mit dem F-Box-Nanobody-
Konstrukt. CaMV 35 Pro: Promotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus (Cauliflower Mosaik Virus CaMV) fiir die
Proteiniberexpression in Pflanzen. Ncol/Notl: Schnittstellen fiir die Integration von DNA-Konstrukten vor das E3-
Ligase-Adapterprotein SPOP. His: 6xHistidin Affinitats-tag. Cmyc: Affinitats-tag. KDEL: ER-Retentionssignal.
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Abbildung A 3: Binarer Pflanzenexpressionsvektor pCB301-35SVHHGFP4-SPOP fur die Expression der
chiméren E3-Ligase VHHGFP4-SPOP. DNA-Konstrukte zwischen left (LB)- und right border (RB) werden in das
Genom der Pflanze integriert. Der dargestellte Vektor berfiihrt damit die Resistenz gegen Kanamycin (nptll-Gen)

unter Kontrolle des Nospalinsynthase-Promotors (Nos-P), was zur Selektion transformierter Pflanzen dient. Das
VHHGFP4-SPOP-Konstrukt steht unter Kontrolle des CaMV-Promotors

RB 35S CaMV Pro

His-start
_NcoI (854)
) ,—— BgIII (1146)

His-end
—Xbal (1914)
~[35s CaMV Ter

NOS promoter
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10.108 bp ||
ez |
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Ja/
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3

Abbildung A 4: Der binadre Pflanzenexpressionsvektor pKB-His-SAP11-GFP5-His fur die Expression der
Proteinfusion aus GFP5 und des pathogenen Effektorproteins SAP11. Die Selektion von transformierten
Pflanzen erfolgte auf Basis der Phosphinothricinresistenz die durch die Phosphinothricin N-Acetyltransferase
vermittelt wird. Dieses Enzym wird von dem Bar-Gen codiert und durch einen Nopalinsynthase Promotor

kontrolliert. Plasmid-DNA wurde bereitgestellt durch Alisa Stohmayer (RLP AgroScience GmbH).
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LB [CaMV 35S Pro
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i
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Abbildung A 5: Binérer Expressionsvektor pLH7000_EYFP-CENHS3 fur die Expression von EYFP-CENHS3,
als Zielprotein fur den modellhaften Versuch kernlokalisierte Proteine zu degradieren. Transformierte Pflanzen
wurden Uber die Ti-Plasmid vermittelte Phosphinothricinresistenz (Bar-Gen) selektiert. Plasmid-DNA wurde
bereitgestellt durch Frau Inna Lermontova, IPK Gatersleben.
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Abbildung A 6: Phagemidvektor pIT2 fir das Nanobody-Screening. Phagemidvektor zur Présentation von
Nanobodies auf der Membranoberflache rekombinanter Bakteriophagen. Nanobodies oder scFvs werden als N-
terminale plll-Proteinfusion synthetisiert. Die pelB-Signalsequenz, fiir die Sekretion ins Periplasma, wird am Zielort

durch eine Peptidase entfernt. Das Amber-Stopcodon (UAG) am 3°-Ende des DNA-Konstruktes wird in amber non-
Stop-E.coli Stdmmen (berlesen.
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Abbildung A 7: Bakterieller Expressionsvektor pET-22b(+)_cMyc zur Uberexpression von Zielproteinen.

Darstellung mit scFv-Sequenz die Gber Ncol- und Notl-Schnittstellen eingefiigt wurde.
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Anhang

Tabelle A 1: Aminosaure Sequenzen der schweren (Vi) und leichten (VL) Ketten Regionen selektierter scFv nach der Mutagenese-PCR und Sequenzierung. Jede Kette besteht aus drei
variablen CDRs und vier strukturgebenden Framework (Fr) Regionen. Sequenzunterschiede innerhalb der CDRs sind mit einem * markiert. 11B11 enthalt als einzige Variante Mutation in CDR1

der Vh. Framework-Bereiche enthalten erwartungsgemaR keine Mutationen. Zwischen den Vy und Vi befindet sich ein flexibles S2G4SG4SG4S2 Verbindungselement.

Vu
Var. Frl CDR1 Fr2 CDR2 Fr3 CDR3 Fr4
* % * kkKk kk Xk * * * Kk Kk Kk ok

3H5 MAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFES SSYAMS WVRQAPGKGLEWVS TIQDTGHPTSYADSVKGR FTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAK SRGRFDY WGQGTLVTVSS
4E10 MAEVQLLESGGGLVQPRGSLRLSCAASGFTFES SSYAMS WVRQAPGKGLEWVS RILSRGQSTMYADSVKGR FTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAK TRSLFDY WGQGTLVTVSS
4H2 MAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLFCAASGFTFES SSYAMS WVRQAPGKGLEWVS RIFQPGWATSYADSVKGR FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR | WASLCDY WGQGTLVTVSS
11A6 MAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFES SSYAMS WVRQAPGKGLEWVS PIRNRGQCTSYADSVKGW FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK SFPAFDY WGQGTLVTVSS
11B11 MAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFETFES TYKMR WVRQAPEKGLEWVS ATISGSGGSTYYADSVKGR FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK TTWLEFDY WGQGTLVTVSS
Vi
Var. Frl CDR1 Fr2 CDR2 Fr3 CDR3 Fr4

Kk kkkk ok kK * kK * Kk kK Kk
3H5 TDIQTTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY PASSLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQGRMSPST FGQGTKVEIKR
4E10 TDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY SASSLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQSYGTPNT FGQGTKVEIKR
4H2 TDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQOKPGKAPKLLIY AASRLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFVTYYC QQVPEPPRT FGQGTKVEIKR
11A6 TDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQOKPGKAPKLLIY LASYLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QOARVVPHT FGQGTRVEIKR
11B11 TDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC QSIYGYLK WYQQOKPGKAPKLLIY AASSLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QOSYSTPYT FGOQGTKVEIKR
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Sequenzinformation der verwendeten DNA-Konstrukte

Die hier dargestellten Sequenzen beziehen sich auf die in der Arbeit verwendeten DNA-
Konstrukte und sind im FASTA-Format abgebildet. Bei Fusionskonstrukten bezieht
sich die Farbcodierung auf die Einzelfragmente.

SPOP

Sequenz der humanen E3-Ligase. Dargestellt ist die synthetisierte SPOP-Sequenz,

inklusive der beschriebenen Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme.

CCATGGgtGCGGCCGCATCTGTCAACATTTCTGGCCAGAATACCATGAACATGGTAA
AGGTTCCTGAGTGCCGGCTGGCAGATGAGTTAGGAGGACTGTGGGAGAATTCCCGG
TTCACAGACTGCTGCTTGTGTGTTGCCGGCCAGGAATTCCAGGCTCACAAGGCTATC
TTAGCAGCTCGTTCTCCGGTTTTTAGTGCCATGTTTGAACATGAAATGGAGGAGAGC
AAAAAGAATCGAGTTGAAATCAATGATGTGGAGCCTGAAGTTTTTAAGGAAATGAT
GTGCTTCATTTACACGGGGAAGGCTCCAAACCTCGACAAAATGGCTGATGATTTGC
TGGCAGCTGCTGACAAGTATGCCCTGGAGCGCTTAAAGGTCATGTGTGAGGATGCC
CTCTGCAGTAACCTGTCCGTGGAGAACGCTGCAGAAATTCTCATCCTGGCCGACCT
CCACAGTGCAGATCAGTTGAAAACTCAGGCAGTGGATTTCATCAACTATCATGCTT
CGGATGTCTTGGAGACCTCTGGGTGGAAGTCAATGGTGGTGTCACATCCCCACTTG
GTGGCTGAGGCATACCGCTCTCTGGCTTCAGCACAGTGCCCTTTTCTGGGACCCCCA
099gcccagGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATC ctcgag

VHHGFP4-SPOP
Chimare E3-Ligase fur den Abbau kernlokalisierter Proteine.

atggatcaagtccaactggtggagtctggtggegetttggtgcagecaggtggetctetgegtttgtectgtgecgettetggettceccagtgaaccgctatt
ccatgcgctggtatcgeccaggcetccaggcaaagagegtgagtgggtagecggtatgtccagegegggtgategtagetectatgaagactcegtgaag
ggccgtttcaccatcagecgtgacgatgeccgtaacacggtgtatctgcaaatgaacagctigaaacctgaagatacggecgtgtattactgtaatgtgaa
cgtgggcttcgagtattggggecaaggceacccaggtcaccgtctccagcGCGGCCGCATCTGTCAACATTTCTGGCCAGA
ATACCATGAACATGGTAAAGGTTCCTGAGTGCCGGCTGGCAGATGAGTTAGGAGGACTGTG
GGAGAATTCCCGGTTCACAGACTGCTGCTTGTGTGTTGCCGGCCAGGAATTCCAGGCTCACA
AGGCTATCTTAGCAGCTCGTTCTCCGGTTTTTAGTGCCATGTTTGAACATGAAATGGAGGAG
AGCAAAAAGAATCGAGTTGAAATCAATGATGTGGAGCCTGAAGTTTTTAAGGAAATGATGT
GCTTCATTTACACGGGGAAGGCTCCAAACCTCGACAAAATGGCTGATGATTTGCTGGCAGCT
GCTGACAAGTATGCCCTGGAGCGCTTAAAGGTCATGTGTGAGGATGCCCTCTGCAGTAACCT
GTCCGTGGAGAACGCTGCAGAAATTCTCATCCTGGCCGACCTCCACAGTGCAGATCAGTTGA
AAACTCAGGCAGTGGATTTCATCAACTATCATGCTTCGGATGTCTTGGAGACCTCTGGGTGG
AAGTCAATGGTGGTGTCACATCCCCACTTGGTGGCTGAGGCATACCGCTCTCTGGCTTCAGC
ACAGTGCCCTTTTCTGGGACCCCCA

127



Anhang

NSImb-VHHGFP4

Konstrukt einer chimaren E3-Ligase fur den Abbau von GFP im Zytosol.

atgatgaaaatggagactgacaaaataatggacgaaaccaactccaatgcacaggccttcacaaccactatgctgtacgacccggtgege
aagaaagactcatcgcccacctaccaaacggagcgggaactctgctttcagtacttcacccagtggagcgagtcgggecaggtggacttt
gtggagcacctgctgtcgegeatgtgccactatcaacacggacagatcaatgcectatctcaagccgatgctccagecgggactttatcacatt
gctgccaatcaagggtctggatcacatcgcagaaaacattttgtcgtacttggatgccgaatcgcetcaaatcatccgagetggtetgcaagg
aatggctgcgcgtcatttccgagggcatgcetctggaagaagcetcatcgaacgcaaggtgcgeacagattecttgtggegeggactggeeg
agcggcgtaattggatgcagtacctcttcaagccaagaccgggccagactcaacggccacactcattccatcgegagttgttccccaagat
aatgaatgacattgacagcatagagaacaactggcggactggccgccacCTCGAGATGGATCAAGTCCAACTGG
TGGAGTCTGGTGGCGCTTTGGTGCAGCCAGGTGGCTCTCTGCGTTTGTCCTGTGCCG

CTTCTGGCTTCCCAGTGAACCGCTATTCCATGCGCTGGTATCGCCAGGCTCCAGGCA
AAGAGCGTGAGTGGGTAGCCGGTATGTCCAGCGCGGGTGATCGTAGCTCCTATGAA
GACTCCGTGAAGGGCCGTTTCACCATCAGCCGTGACGATGCCCGTAACACGGTGTA

TCTGCAAATGAACAGCTTGAAACCTGAAGATACGGCCGTGTATTACTGTAATGTGA

ACGTGGGCTTCGAGTATTGGGGCCAAGGCACCCAGGTCACCGTCTCCAGC

EYFP-CENH3

Modellprotein fiir den Abbau kernlokalisierter Proteine. Kloniert und bereitgestellt von
Frau Dr. Inna Lermontova, IPK Gatersleben.

Atggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgeccatcctggtcgagetggacggegacgtaaacggecacaagttcage
gtgtccggegagggegagggegatgecacctacggeaagcetgacceetgaagttcatctgcaccaccggeaagetgeccgtgeectgge
ccaccctegtgaccaccttcggetacggectgeagtgettcgeccgetaccecgaccacatgaagcageacgacttcttcaagtccgecat
gcccgaaggctacgtccaggagegceaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgegecgaggtgaagttcgagggega
caccctggtgaaccgcatcgagetgaagggeatcgacttcaaggaggacggceaacatcctggggeacaagcetggagtacaactacaac
agccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgecacaacatcgaggacggeageg
tgcagctcgecgaccactaccagcagaacacccccatcggegacggecccgtgetgetgecegacaaccactacctgagetaccagte
cgccctgagcaaagaccecaacgagaagegcgatcacatggtectgctggagttcgtgaccgeegecgggatcactctcggeatggac
gagctgtacaagGGATCCCCCGGGATGGCGAGAACCAAGCATCGCGTTACCAGGTCACAA
CCTCGGAATCAAACTGATGCCGCCGGTGCTTCATCTTCTCAGGCGGCAGGTCCAAC
TACGACCCCGACAAGGAGAGGCGGTGAAGGTGGAGATAATACTCAACAAACAAAT
CCTACAACTTCACCAGCTACTGGTACAAGGAGAGGGGCTAAGAGATCCAGACAGG
CTATGCCACGAGGCTCACAGAAGAAGTCTTATCGATACAGGCCAGGAACCGTTGCT
CTAAAAGAGATTCGCCATTTCCAGAAGCAGACAAACCTTCTTATTCCGGCTGCCAG
TTTCATAAGAGAAGTGAGAAGTATAACCCATATGTTGGCCCCTCCCCAAATCAATC
GTTGGACAGCTGAAGCTCTTGTTGCTCTTCAAGAGGCGGCAGAAGATTACTTGGTT
GGTTTGTTCTCAGATTCAATGCTCTGTGCTATCCATGCAAGACGTGTTACTCTAATG
AGAAAAGACTTTGAACTTGCACGCCGGCTTGGAGGAAAAGGCAGACCATGGTGA
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SAP11-GFP5

Proteinfusion aus dem pathogenen Effektorprotein SAP11 aus Phytoplasma mail und dem
zellularen Markerprotein GFP. Die thermostabile Faltungsmutante GFP5 geht auf Siemering et
al. 1996 zurick (203).
atggcctcccctccaaagaaggactccaacaagggaaaaagtatagacaagagcegtatcttcaaagcgagaaacagtttctattcgtgaat
atagggaattagaaatggctttgaaccaacttccggaagaggagagaaacactattatggagacccttaacaatcccgataagatggaggt
gttgctcaaaaaagctcaggatgaggcgaataaaaaaagaggtgggagttcatctagccagcatgatgataataataaagataaaggcaa
2aaaGGATCCGGAGATCTGACTAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCC
AATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGA
GGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTG
GAAAACTACCTGTTCCGTGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAAT
GCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATG
CCTGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAGGACGACGGGAACTACA
AGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTT
AAGGGAATCGATTTCAAGGAGGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACA
ACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAAAGAACGGCATCAA
AGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATC
ATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATT
ACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATG
GTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATAC
AAA

1B1

Die Nanobody-Variante 1B1 wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Phagen-Display
selektiert.

ATGGGATCTCAAGTTCAGCTTCAAGAATCTGGTGGAGGACTTGTTCAACCTGGTGG
ATCTCTTAGGCTTTCTTGCGCTGCTTCTGGAAGGACTTTCTCTGATCACTCTGGATAC
ACTTACACTATTGGATGGTTCAGACAGGCTCCAGGAAAAGAGAGAGAGTTCGTTGC
TAGGATCTACTGGTCATCTGGAAACACTTACTACGCTGATTCTGTGAAGGGAAGAT
TCGCTATTTCTAGGGATATTGCTAAGAACACTGTGGATCTTACTATGAACAGCCTTG
AGCCAGAGGATACTGCTGTTTACTATTGCGCTGCTATCGGGCGTAGTCTCGTTCTCC
CGCACGCCAGGGTTGCTGCGGTTTGGGGACAGGGAACTCAAGTGACTGTTTCTTCT
GCCGGCGCGGLCGC

3H5

Eine scFv-Variante die im Rahmen dieser Arbeit auf Basis von Phagen-Display anhand
einer Peptid-Matrix selektiert wurde.

ATGGCCGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTC
CCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTG
GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAACGATTCAGGATACTG
GTCATCCGACATCGTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAC
AATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGG
CCGTATATTACTGTGCGAAATCACGGGGTCGGTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACC
CTGGTCACCGTCTCGAGCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCAGCGGCGGTG
GCGGGTCGACGGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAG
GAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAAT
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCCGGCATCCTC
TTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCA
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CTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGG
GGCGGATGTCGCCTTCGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGGGC
GGCCGC

11B11

Eine scFv-Variante die im Rahmen dieser Arbeit auf Basis von Phagen-Display anhand

einer Peptid-Matrix selektiert wurde.

ATGGCCGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTC
CCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCACGTATAAGATGCGTTG
GGTCCGCCAGGCTCCAGAGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTG
GTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAC
AATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGG
CCGTATATTACTGTGCGAAAACTACGTGGCTGTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACC
CTGGTCACCGTCTCGAGCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCAGCGGCGGTG
GCGGGTCGACGGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAG
GAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTTATGGTTATTTAAAG
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAG
TTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCA
CTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGA
GTTACAGTACCCCTTATACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGGGCG
GCCGCA

Tabelle A 2:Messwerte aus Kompetitions-ELISA fur 1B1. Das Antigen (PbBSMT1) wurde in einheitlicher
Konzentration (1ng/uL) zum Beschichten der ELISA-Platten eingesetzt. Je Platte wurde eine scFv- oder Nanobody-
Variante mit jeweils 5 Messwerten (Replikate) pro Kompetitor-Konzentration analysiert. Die Kompetition der
Antigenbindung erfolgte in abfallenden Konzentrationen von 20000 nM bis 100 nM. Alle Messwerte entsprechen

dem Absorptionswert bei 405 nm, nach Abzug des Signals der BSA-Kontrolle.

20000 10000 5000 2000 1000 750 500 250 100 0nM
nM nM nM nM nM nM nM nM nM

1 -0,002 0029 0032 0,134 0,307 0,275 0417 0656 0,963 1,013

2 0,005 0,016 0,024 0,133 0,297 0,273 0439 0,662 0,985 1,068

3 0,006 0,011 0,027 0,51 0,306 0,288 0433 0,688 1,001 1,066

4 0,000 0,015 0,031 0,245 0,305 0,292 0424 0635 1,022 1,165

5 0,003 0,016 0,026 0,146 0,298 0,286 0442 0,641 1,034 1,047
Mittelwert 0,002 0,017 0,028 0,142 0,302 0,283 0431 0,657 1,001 1,072
Standard- 0,003 0,007 0,003 0,008 0,006 0,008 0010 0021 0,028 0,057
abweichung

130



Anhang

Tabelle A 3: Auswahl der Peptide fiir die Peptidmatrix. Die Peptidsequenzen wurden auf Basis der
Strukturvorhersage des PbBSMT1 Proteins ausgewahlt.

Lfd. Nr.

© o0 N o o b~ W N

W R NN NDNNDNDNDRNNDNDRR P R P R R R R, e
SO © 0 N o O B W N P O © 0 N o o b~ w N R O

PbBSMT
Sequenz
MAGVVMAGDGEYNAASSGQ

NAASSGQAHSLMLMLPEIL

PEILDDVRSRRGP
SQGRTSLTIFESILH
ESILHACPGQSFTMFE
SFTMFLIDQPGNDWA
GNDWATTRQMFSNWP

FSNWPVEPSTSTCFET
TSTCETSRHDIEAAL
IEAALAESNPSPI
PSPIRIFLCGISFFE
ISFFEQVLPDGILD

LSQRPHIGAGTTFRSLPQ

RSLPQESRIGVEDAA
VEDAAAQDWERILRH
RILRHRNRETKPGAR
YNILSTYCPETWHD
FTWHDYSSFMERTL
ERTLTELLSSGTIT
HEQSFNAVQAVYFR
AVYFRSNAEFEAPE
FEAPEYAGHPAVDG
PAVDGMSLLRIDWR
RIDWRTFQNTDWDD
TDWDDDPDTEAWNY
FAWNYRRSLLAVVS
LAVVSNIWQTAFPE
TAFPEHVTTLLRER
LLRERLLDDIKTNP
IKTNPLVYKDNWL

19
19
13
15
15
15
15
15
15
13
15
15
18
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
14

Sekundérstruktur
a-Helix
a-Helix
a-Helix

a-Helix

B-Faltblatt

a-Helix
a-Helix
a-Helix
a-Helix
a-Helix

o-Helix

a-Helix
a-Helix
Loop

a-Helix
a-Helix
a-Helix
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Linie 23 7. Linie 25

EYFP-CENH3

Linie 5 .. Linie 18

VHHGFP4-SPOP/EYFP-CENH3 [NSImb-VHHGFP4/EYFP-CENH3)

w Linie' S
.,‘ % d

VHHGFP4/EYFP-CENH3

Abbildung A 8: Aufnahmen von jeweils drei individuellen Pflanzenlinien mittels konfokalem Laser Scanning
Mikroskop flr die Analyse transgener Tabakpflanzen. (A, B, C): Blattmaterial von transgenen Pflanzen mit
NSImb-VHHGFP4 / EYFP-CENH3 Koexpression. Die Bilder verdeutlichen, dass sich EYFP-CENH3 im
nukleoplasmischen Raum akkumuliert, solange NSImb-VHHGFP4 koexprimiert wird. Unterschiedliche
Signalintensitaten in Abhangigkeit der Pflanzenlinie kann auf unterschiedlich Kopienzahl (nicht analysiert) des
Transgens zurlckgefuhrt werden. (D, E, F): Pflanzen mit VHHGFP4-SPOP/ EYFP-CENH3 Koexpression. Es
konnte kaum bis gar kein Fluoreszenz Signal detektiert werden. Linie 18 (F) zeigt als einzige sporadisch auftretende
Signale in den Zellkernen der Stomata. (G, H, 1): Pflanzen mit VHHGFP4/EYFP-CENH3 Uberexpression zeigen das
typische Fluoreszenzsignal welches sich an den Zentromeren akkumuliert. (J) Transgene Pflanzen die ausschlieRlich
EYFP-CENH3 uberexprimieren. 40-fache VergroRerung.
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Abbildung A 9: Charakterisierung der SAP11-Phanotypen in N. tabacum. A: Gegenliberstellung eines Wildtyp-

Blattes und einer Blattprobe aus einer transgenen Pflanze mit SAP11-GFP5 Uberexpression. GroRenmaRstab 2 1 cm.

B: Pflanze mit SAP11-GFP5 Uberexpression zu einem spaten Entwicklungszeitpunkt.
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Abbildung A 10: Peptidauswahl im Gesamtkontext der PbBSMT1-Aminosauresequenz. Peptide fiir das Array-

basierte Phagen-Display ausgewahlt wurden sind gelb hervorgehoben. Die Nummerierung bezieht sich auf

Einzelpeptide wie sie in
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Tabelle A 3 aufgelistet sind. Die ausgewéahlten Sequenzbereiche decken alle oberflachenexponierten Aminoséauren
ab.
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Abbildung A 11: Bradford-Eichgerade. Die Messwerte fiir die Gerade wurden Anhand von BSA-
Verdiinnungsstufen experimentell ermittelt. Berechnungen von Proteinkonzentrationen im Rahmen dieser Arbeit

erfolgten auf Basis der dargestellten Geradengleichung und der verwendeten Bradford-Reagenz.
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