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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Cytoskelett

Das Cytoskelett von eukaryotischen Zellen stellt eine hochst dynamische Struktur dar
und ist an den Bewegungsprozessen innerhalb und auBlerhalb der Zelle entscheidend
beteiligt. Das Cytoskelett besteht aus einem Geflecht von Proteinfilamenten, die sich
durch das gesamte Cytoplasma erstrecken. Zum Einen dient es der rdumlichen
Organisation der Zellorganellen innerhalb der Zelle, zum Anderen der Stabilisierung
und Formgebung der Zelle und den Bewegungsvorgingen innerhalb der Zelle und Thres
Zellinhalts. Dadurch ist es der Zelle moglich, verschiedene Formen anzunehmen, sowie
gerichtete Bewegungen, zusammen mit krafterzeugenden Proteinen (z.B. Myosin,

Kinesin, Dynein), auszufiihren (ALBERTS et al., 2004).

Nlikrofilaraents

Intermedidrfilamente e " Mitochondtiss

Abb. 1-1: Schematischer Aufbau einer Zelle mit Bestandteilen des Cytoskeletts

Das Cytoskelett beinhaltet drei Hauptgruppen von Proteinfilamenten: die Aktin-
Filamente, die Intermedidrfilamente und die Mikrotubuli (ALBERTS et al., 2004;
BASKIN, 2002). Diese Einteilung richtet sich nach der Gré3e und dem Durchmesser.

Die Actinfilamente (Abb. 1-2 A), oder auch Mikrofilamente haben einen Durchmesser
von ungefdhr 8nm. Sie bestehen aus einem zweistrangigen helikalen Polymer, welches
aus Untereinheiten von globuldren Actin (G-Actin) gebildet wird. In Gegenwart von
ATP kommt es zur Polymerisation zu einem biegsamen, spiraligem Filament (F-Actin).
Aufgrund ihrer gleichgerichteten Anordnung der Monomere besitzen die Actinfilamente

eine strukturelle und funktionelle Polaritdt (LODISH et al., 2001). Die Hauptaufgabe
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der Actinfilamente liegt in der Beteiligung an Bewegungsvorgidngen mit Hilfe des
Motorproteins Myosin (SITTE et al., 1998, LODISH et al., 2001; ALBERTS et al.,
2004). Sie sind beispielsweise am Vesikeltransport, an der Phagocytose und der
Cytokinese beteiligt. Auch der Transport von Organellen in Pflanzenzellen wird von

den Actinfilamenten durchgefiihrt.

Ein weiterer Bestandteil des Cytoskeletts sind die Intermedidrfilamente (Abb. 1-2 B).
Dabei handelt es sich um kréftige, seilartige Fasern mit einem Durchmesser von
ungefdhr 10nm. Die Bezeichnung Intermedidrfilamente kommt daher, dass ihr
Durchmesser zwischen den diinnen Actinfilamenten und den dickeren
Myosinfilamenten der glatten Muskelzellen liegt, bei denen sie zuerst entdeckt wurden
(Alberts, 2004). Sie bestehen aus Intermedidrfilament-Proteinen, welche eine grof3e und
heterogene Familie darstellen. Alle Intermedidrfilament-Proteine sind aus einer
stabformigen, konservativen Doméne mit unterschiedlichen Kopfen aufgebaut.

Bei tierischen Organismen bildet ein Typ von Intermedidrfilamenten ein Netzwerk, die
Nuklearlamina, unterhalb der inneren nukleiren Membran. Andere Typen erstrecken
sich durch das gesamte Cytoplasma, und geben der Zelle mechanische Stabilitit. In der
Zellperipherie sind sie hdufig im Bereich der Plasmamembran an Zell-Zell-
Verbindungen, wie den Desmosen, verankert. Dort ist die Membranauflenseite mit der
einer anderen Zelle verkniipft (Alberts, 2004).

Bei Pflanzenzellen ist noch nicht eindeutig geklirt, ob homologe Proteine zu den
tierischen Intermedidrfilamenten existieren. Der Nachweis bei Pflanzen erweist sich
aufgrund der starken Heterogenitét als sehr schwierig (MENZEL, 1993). Bei Pflanzen
wurden Proteine nachgewiesen, die strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit zu den
Intermediérfilamenten aufweisen. Viele Aufgaben der Intermediérfilamente in
tierischen Zellen werden in Pflanzenzellen von der Zellwand {ibernommen, daher ist der
Bedarf an einem solchen Skelettprotein vielleicht auch nicht so grofl wie in tierischen

Zellen ohne feste Zellwand (BASKIN, 2000).

Der dritte Bestandteil des Cytoskeletts sind die Mikrotubuli (Abb. 1-2 C). Die
rohrenférmigen Mikrotubuli haben einen AuBendurchmesser von 25nm und einen
Innendurchmesser von etwa 19nm. Bei Pflanzenzellen konnen Mikrotubulus-Lingen

von 2,5-30um gemessen werden. Mikrotubuli und Mikrofilamente konnen

Kolokalisation miteinander eingehen (KUMAGAI, 2000; SHIBAOKA, 1993). Sie sind
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wie die Mikrofilamente polar aufgebaut und sind in ihrer Grundeinheit aus Dimeren von
a- und B-Tubulin zusammengesetzt. Mikrotubuli sind an mehreren Prozessen in der
eukaryotischen Zelle maBgeblich beteiligt. Sie sind wie die Mikrofilamente in der Lage,
intrazelluldre  Translokationen  cytoplasmatischer = Bestandteile  durchzufiihren
(LUDUENA, 1998), wie z.B. gerichteter Transport in Verbindung mit krafterzeugenden
Proteinen, wie Dynein und Kinesin und Verschiebung von Chromosomen innerhalb der
Kernspindel wihrend der Mitose. Die Kolokalisation kortikaler Mikrotubuli mit
Cellulose-Mikrofibrillen weist auf eine wichtige Rolle bei der Steuerung der
Cellulosesynthase-Komplexe hin (ALBERTS, 2004) (s. auch Kap. 1.1.2.3). Sie spielen
eine groBBe Rolle bei den fundamentalen Ereignissen der Zellentwicklung wie
Zellteilung, Wachstum und Differenzierung (z.B. CYR und PALEVITZ, 1995).
Weiterhin sind sie auch an der Motilitit von begeillelten Organismen (CHAPMAN et
al., 2000) wie den Cilien und den Flagellen zusammen mit den Mikrotubuli-

assoziierenden Proteinen (MAPs) beteiligt.

c Abb. 1-2:  Die Proteinkomponenten des
Cytoskeletts. A) Actinfilamente

mit einem perlenschnurartigem

Aufbau, B) Intermediérfilamente

mit Faserstrukturen, O

zylinderformige, hohle
Mikrotubuli; jeweils eine
immunfluoreszenzmikroskopische
Aufnahme wund ein Modell.
(Quelle: verandert nach

ALBERTS et al., 2004)
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1.1.1 Actinfilamente

Actin wurde zunichst aus Muskelfasern isoliert. Spéter wurde sein Verbreitung auch in
Eucyten nachgewiesen. Actin ist das hdufigste Protein in einer eukaryotischen Zelle und
eines der wichtigsten Proteine in Verbindung mit Myosin, wodurch kontraktile
Elemente entstehen. In den hoéheren Pflanzen und Tieren wird Actin durch eine
Genfamilie kodiert, wobei die Aminosdurensequenzen der Actine in der Evolution der
Eukaryoten sehr stark konserviert sind (Strassburger, 2002)

Globuires Actin (G-Actin) besteht aus zwei blattartigen Hilften, die durch eine tiefe
Spalte (ATPase-Falte) voneinander getrennt sind. Das G-Actin hat einen Durchmesser
von 4nm und eine Masse von 42kDa. Das Filament-Actin (F-Actin besteht aus zwei
helikal umeinander umwundenen Ketten von G-Actinuntereinheiten. Jedes G-Actin

enthilt in der ATPase-Falte ein mit ATP oder ADP komplexiertes Mg* -Ion (Abb. 1-3).

plus end actin molecule -

plus end

37 nm

({ADP when
in filament) £

minus end minus end

(B) ()

Abb. 1-3: Struktur von einem Actin-Monomer und Actin-Filament. A: Actin-Monomer hat
eine Nucleotid-Bindestelle (ATP oder ADP) in der Spalte im Zentrum des Molekiils.
B: Anordnung der Monomere im Filament. C: Elektronenmikroskopische Aufnahme

von negativ gefirbten Actin-Filamenten (nach ALBERTS, 2004)

Durch Zugabe von Ionen (Mg®", K oder Na' ) zu einer G-Actin-Losung wird die
Polymerisation von G-Actin unter Bildung von F-Actinfilamenten induziert. Dieser
Vorgang ist reversibel, denn F-Actin depolymerisiert, wenn die lonenstirke der Losung
erniedrigt wird. Die in-vitro hergestellten F-Actinfilamente konnen nicht von den
Mikrofilamenten unterschieden werden, die aus Zellen isoliert wurden. Daher sind
andere Faktoren, wie etwa weitere Proteine, zur Polymerisation von Actin in-vivo nicht

erforderlich. Die im F-Actin vorhandene Polaritdt rithrt daher, dass die ATP-
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Bindungstasche einer Actin-Untereinheit nur vom ,,Minus-Ende* des Filaments her
erreichbar ist. Bei der Zusammenlagerung von G-Actin zu F-Actin wird ATP zu ADP
und P; hydrolisiert, wobei die Hydrolyse von ATP lediglich die Geschwindigkeit der
Polymerisation beeinflusst (LODISH, 2001).

Obwohl Actinfilamente spontan entstehen konnen, konnte in neueren Untersuchungen
an Protozoen, Pilzen und tierischen Zellen nachgewiesen werden, dass auch
Proteinkomplexe eine Schliisselrolle in der de novo Polymerisation von Actinfilamenten
spielen (MACHEWSKY und GOULD, 1999). Durch Untersuchungen an Arabidopsis
thaliana konnten auch in Pflanzenzellen dhnlichen Proteinen eine Beteiligung an der
Nukleation von Actinfilamenten nachgewiesen werden (MATHUR et al.,, 2003).
Folgende Untersuchungen an BY-2 Zellen von Nicotiana tabacum zeigten, dass im
kortikalen Cytoplasma und an der Kernhiille Nukleationsstellen vorliegen, die &hnlich
wie die Bildungsstellen der Mikrotubuli als ,,Nucleation Sites“ fiir Actinfilamente
dienen (POKORNA et al., 2004).

Actinfilamente weisen kinetische Polaritdt auf. Der Einbau weiterer Actinmolekiile
erfolgt iiberwiegend am sogenannten Plus-Ende. Die Filamentbildung startet in der
lebenden Zelle an besonderen Nukleationsorten, die mit Actin-bindenden Proteinen
besetzt sind (a-Actinin). Interessanter Weise sitzt an diesen Bildungszentren das Plus-
Ende des Filaments fest. Das Wachstum von Mikrofilamenten erfolgt durch die
Verlidngerung am fixierten, nicht am freien Ende (Mikrotubuli verhalten sich in dieser

Hinsicht entgegengesetzt) (Strasburger, 2002)

1.1.2 Mikrotubuli

1.1.2.1 Aufbau der Mikrotubuli

Mikrotubuli (Abb. 1-4) sind réhrenformige Filamente die sich meist aus 13 parallel
angeordneten Protofilamenten zusammensetzen. Die Protofilamente sind aus einer
linearen Kette von Heterodimeren, von jeweils strukturell nah verwandten globuldren
Proteinen dem o- und B-Tubulin, aufgebaut. Die Heterodimere sind entlang der
Langsachse eines Mikrotubulus leicht gegeneinander verschoben, wodurch eine

spiralige Anordnung der Heterodimere im Gitternetz der Mikrotubuluswand entsteht

(MANDELKOV, 1994; BASKIN, 2002).
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Abb. 1-4: Struktur von einem Mikrotubulus und seiner Untereinheiten. (A) Die Untereinheit
von jedem Protofilament ist ein Tubulin-Dimer aus o- und B-Tubulin. Das GTP (rot)
am o-Tubulin ist fest gebunden, das GTP am B-Tubulin ist weniger stark gebunden und
spielt eine wichtige Rolle in der Filament Dynamik. (B) eine Tubulin-Untereinheit (o-
und B-Tubulin Heterodimer) und ein Protofilament. (C) Mikrotubulus-Réhre aus 13
Protofilamenten. (D) kurzes Segment eines Mikrotubulus im Elektronenmikroskop

(nach ALBERTS, 2004)

Die Mikrotubuli besitzen eine polare Struktur. Eine wichtige Eigenschaft der
Mikrotubuli ist die Bindung von GTP an jede Untereinheit. Dabei spielt das an a-
Tubulin gebundene GTP wahrscheinlich eine strukturelle Rolle. Es kann nicht
hydrolisiert werden (MANDELKOV, 1994). Im Gegensatz kann das an [B-Tubulin
gebundene GTP im Verlauf des Mikrotubuli-Aufbaus zu GDP hydrolisiert werden.
Diese Hydrolyse ist die Grundlage des in Mikrotubuli liberwiegenden dynamischen

Verhaltens: der dynamischen Instabilitét (s. Abb. 1-5).
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Abb. 1-5: Aufbau von Mikrotubuli. Nach Anlagerung freier af-Tubulineinheiten zu kurzen
Protofilamenten konnen sich flichige Strukturen und dann zylinderformige Mikrotubuli
zusammenlagern. Anschlieendes Wachstum erfolgt durch die Anlagerung von GTP-

Tubulindimeren am Plus-Ende. (Quelle LODISH et al., 2005)

Die Assemblierung der Tubuline zu Mikrotubuli erfolgt auf der Stufe von GTP-
aktivierten Heterodimeren. Diese aktivierten Heterodimere werden an den Enden der
Mikrotubuli eingebaut. Aufgrund der raschen Hydrolyse zum instabileren GDP-Tubulin
kann das Wachstum der Mikrotubuli nur dann erfolgen, wenn geniigend GTP-Tubulin
nachgeliefert wird. Daher weisen wachsende Mikrotubuli nur an ihren Enden einen
hohen Anteil an GTP-Tubulinen auf, dem so genannten GTP-Cap. Dieser GTP-Cap
wirkt strukturstabilisierend, wogegen GDP eher eine destabilisierende Wirkung besitzt
und den Abbau des Mikrotubulus fordert (Abb. 1-6). Dabei wird das Mikrotubuli-Ende,
an dem eine Anlagerung von GTP-Tubulin erfolgt, als Plusende bezeichnet, wogegen
das Mikrotubuli-Ende mit GDP-Tubulin und Abbauerscheinungen als Minusende
bezeichnet wird (s. Abb. 1-5) (BASKIN 2002). Verschiebt sich das Verhéltnis von
Anlagerung und Ablosung wieder zugunsten der Anlagerung von Dimeren, kommt es

zum erneuten Wachstum des Mikrotubulus (ALBERTS et al., 2004; AMOS, 2004).
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GTP-Kappe

weniger stabiler
Bereich des
Mikrotubulus
mit GDP-haltigen
Tubulindimeren

VWachsen Schrumpfen

Abb. 1-6: Dynamische Instabilitit; Wachsen und Schrumpfen von Mikrotubuli. Der wachsende
Mikrotubulus wird durch die ,,GTP-Kappe® stabilisiert. Geht die stabilisierende Kappe
verloren, ,,franst* der Mikrotubulus aus. (Quelle ALBERTS, 2004)

Die Depolymerisation von pflanzlichen Mikrotubuli zeigt allgemein eine hohere
Abbaurate als die tierischer Zellen. Diese unterschiedlichen Abbauraten werden
wahrscheinlich durch unterschiedliche Isoformen des pflanzlichen a- und B-Tubulins
verursacht. Diese werden bei hoheren Pflanzen durch eine Genfamilie codiert.
Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass pflanzliches Tubulin aus
unterschiedlichen Untereinheiten gebildet wird. Diese Isoformen unterscheiden sich
dabei in ihrer Aminosdurensequenz und auch im Grad der posttranskriptionellen
Modifikation (MOORE et al., 1997). Diese Hypothese legt den Schluss nahe, dass eine
Pflanzenzelle die dynamischen Eigenschaften und die Struktur direkt durch den Einbau
der unterschiedlichen Isoformen beeinflussen kann (PANDA et al., 1994). So werden
beispielsweise Mikrotubuli bei Eintritt der Zelle in die Mitose anfangs dynamischer und
wechseln sehr hdufig zwischen Wachstum und Schrumpfen, als dies cytoplasmatische
Mikrotubuli normalerweise tun (ALBERTS, 2004).

Struktur und dynamisches Verhalten werden zum grofen Teil auch durch die
Assoziation von Mikrotubuli-assoziierten Proteine (MAPs) reguliert. MAPs konnen
Mikrotubuli stabilisieren und so ihren Zerfall verhindern. Andere Proteine verbinden
Mikrotubuli mit anderen Zellkomponenten, einschlieBlich anderer Filamenttypen des
Cytoskeletts.

Tubulin-Dimere sind grundsétzlich zur Selbstassemblierung in der Lage, haben in vivo

jedoch meist ihren Ursprung in MTOCs (microtubule organizing centers). MTOCs sind
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Nukleationsstellen fir Mikrotubuli und schitzen die Minusenden vor unkontrollierter

Depolarisation.

1.1.2.2 Mikrotubuli wiahrend der Zellteilung bei Pflanzen

Die hochste Instabilitit weisen die Mikrotubuli wéihrend der Mitose auf. Diese ist
essentiell fiir die Mitose, da die Mikrotubuli je nach den wechselnden Bediirfnissen der
Zelle polymerisieren und depolymerisieren (LODISH, 2001).

In der Interphase liegen die Mikrotubuli relativ gleichméfig in einer meist parallelen
Anordnung im Cortex der Zelle vor und spielen eine wichtige Rolle fiir die
Zellmorphogenese. Die Organisation der transversal orientierten kortikalen Mikrotubuli
konnte bestimmend fiir die Form der Zelle sein. Die Orientierung der von
membranstindigen  Cellulose-Synthase-Komplexen  synthetisierten  Cellulose-
Mikrofibrillen  entspricht der parallelen Anordnung der dicht gepackten
Mikrotubulistringe. Zu Beginn der Mitose sammeln sich die Mikrotubuli am
Zellaquator, wodurch die cortikale Interphaseanordnung durch das Préprophaseband
(PPB) ersetzt wird. Durch das PPB wird vermutlich die Zellteilungsebene determiniert.
Mit Beginn der Prophase wird das Priprophaseband zuriickgebildet und zum Zeitpunkt
der Kernhiillen-Auflosung durch die Mitosespindel ersetzt, die fiir die exakte Verteilung
der Chromosomen verantwortlich ist. Wéhrend der Telophase wird die Mitosespindel
abgebaut. Am Zelliquator werden die Mikrotubuli in groBer Zahl angeordnet, die
senkrecht zur Aquatorebene orientiert sind. Diese bilden den sogenannten
Phragmoplasten. In der Umgebung der Phragmoplasten sammeln sich die Dictyosomen,
von denen mit Zellwandmatrix gefiillte GOLGI-Vesikel in den Phragmoplasten
einwandern, sich in der Aquatorebene in einer Schicht anordnen und miteinander
verschmelzen. Auf diese Art entsteht als erstes die Mittellamelle und dann Zellwand

zwischen den Tochterzellen (z.B. NULTSCH, 2001; CYR und PALEVITZ, 1995).

1.1.2.3 Kortikale Mikrotubuli in der Interphase

Bei tierischen Organismen resultieren die Mikrotubuli in der Interphase aus der
Nukleationsaktivitidt des Centrosoms (SHU, 1995). Die kortikalen Mikrotubuli liegen
bei Pflanzenzellen unterhalb der Plasmamembran. Diese richten sich parallel zueinander

aus, wobei der Mechanismus der Ausrichtung noch weitgehend unbekannt ist. Denkbar
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ist eine Ausrichtung der kortikalen Mikrotubuli iiber Signaltransduktionsketten, die
durch Signale von auB3erhalb der Zelle beeinflusst werden kann (BASKIN, 2004)

Die auffallende Kolokalisation kortikaler Mikrotubuli mit Cellulose-Mikrofibrillen bei
Pflanzen 146t dariiber hinaus vermuten, dal3 Mikrotubuli hier eine Funktion bei der
Steuerung der Cellulose-Synthase-Komplexe libernehmen (Abb. 1-7). Die kortikalen
Mikortubuli dienen auf noch unbekannte Weise den Cellulose-Synthase-Komplexen auf
der AuBlenseite der Plasmamembran als Schienen. Neu gebildetete Cellulosefibrillen
werden so parallel zu den Mikrotubulibdndern abgelagert. Dies fiihrt zu einer
Versteifung der Zelle, die ein seitliches Wachsen verhindert, wodurch das Wachstum in
Zellexpansionsrichtung kanalisiert wird (BASKIN, 2004; LLOYD und CHAN, 2002;
GRANGER und CYR, 2001).

die distalen Enden der Cellulose-Mikrofibrillen
werden in die vorhandene Wand
aufgenommen

extrazellularer

Raum
-
=
> V 4
-
& Cellulose-Synthase-Komplex
Cytosol Microtubulus; mit der

0.1 um Plasmamembran verbunden

Abb. 1-7: Lage der kortikaler Mikrotubuli an der Plasmamambran. Hypothtisches Modell
fiir den Mechanismus, durch den aufgrund der Orientierung der Mikrotubuli die
Richtung von neu eingelagerter Cellulose-Mikorfibrillen bestimmt wird. (verdndert

nach ALBERTS, 2004)

1.1.3 Mikrotubuli-organisierende-Zentren (MTOC:S)

In vielen Organismen gehen die Mikrotubuli aus morphologischen Strukturen hervor,
die erstmals 1969 von PICKET-HEAPS als Mikrotubuli-organisierende-Zentren
(MTOC:s) beschrieben wurden (OVECHINKA und OAKLEY, 2002). Einen Prototyp
der MTOC:s stellt das Centrosom der tierischen Zellen dar. Das Centrosom ist in den
tierischen Zellen das wichtigste Mikrotubuli-organisierende-Zentrum. Es besteht aus

zwei rechtwinklig zueinander stehenden Centriolen, die von einer amorphen Matrix,
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dem pericentriolaren Material (PCM), umgeben sind. Die Centriolen gleichen Zylinder,
die aus neun radidr angeordneten Mikrotubuli-Tripletts aufgebaut sind (PREBLE et al.,
2000). Die pericentriolare Matrix ist der Ausgangspunkt flir die Polymerisation der
Mikrotubuli (KELLOG et al., 1994). Auch die Basalkorper der Flagellen und Cilien
sind auf diese Weise aufgebaut.

Das Centrosom und die Centriolen verdoppeln sich in der Interphase (Abb. 1-8) und
wandern zu Beginn der Mitose zu entgegengesetzten Seiten des Zellkerns und bilden

die Mitosespindel. Nach der Telophase erhélt jede Tochterzelle ein Centrosom.

{

Abb. 1-8: Verdopplung des Centrosoms im Verlauf des Zellzyklus. Die Replikation der
Centriolen beginnt mit der Trennung des Centriolenpaares. Die Tochtercentriole entsteht
durch ,,Knospung* an der Seite jedes Centriolenpaares. In der G,- Phase sind die
Tochtercentriolen zur vollstindigen Grofe herangewachsen, verbleiben aber in einem
Centrosom. In einem frithen Mitosestadium teilt sich das Centrosom, wodurch beide
Centriolenpaare zu gegeniiberliegenden Enden der Zelle wandern. (Quelle: LODISH et
al.,2001)

Die im Tierreich weit verbreiteten Centriolen kommen im Pflanzenreich jedoch nur bei
einigen Algen, bei der Spermatogenese in Bryophyten und wenigen Gymnospermen
vor. Uber die Lage und das Auftreten von MTOCs ist bei Pflanzen noch wenig bekannt.
Es werden verschiedene Modelle diskutiert. MTOCs in hoheren Pflanzen scheinen unter
anderem diffus in den kortikalen Bereichen des Cytoplasmas oder in dem an der

Kernhiille grenzenden Cytoplasma aufzutreten (VAUGHN und HARPER, 1998).

Das vy-Tubulin, ein Mitglied der Tubulin-Superfamilie, wurde als spezifischer
Bestandteil der MTOC:s identifiziert und spielt vermutlich eine Rolle bei der Nukleation
und Assemblierung der Mikrotubuli (OAKLEY, 2000).
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1.1.4 y-Tubulin und MTOCs

Bei genetischen Untersuchungen von Aspergillus nidulans wurde eine weitere Variante
der Tubulinfamilie, das y-Tubulin entdeckt. Dabei fand man heraus, dass der
Unterschied der Sequenzen von a- und B-Tubulin im Vergleich zum y-Tubulin genauso
grol} ist, wie der Unterschied zwischen dem o- und dem B-Tubulin untereinander
(OAKLEY und OAKLEY, 1989). AnschlieBende Untersuchungen ergaben zu dem in
Aspergillus nidulans gefundenen y-Tubulin homologe Sequenzen in Drosophila und
Mensch (ZHENG et al., 1991), in der Maus (JOSHI et al., 1992), in Xenopus
(STEARNS et al., 1991) und Schizosaccharomyces pombe (HORIO et al., 1991). Bei
einem Vergleich mit den Sequenzen des a- und des B-Tubulins stellte man fest, dass
sich das y-Tubulin recht deutlich unterscheidet (BURNS, 1991). a- und B-Tubulin, die
Hauptbestandteile eines Mikrotubulus, zeigen eine Homologie von 35-40% zueinander,
das y-Tubulin weist einen Homologiegrad von ca. 35% zu a- und B-Tubulin auf. Daher
ist das y-Tubulin nicht als ein Isotyp der a- oder B-Tubulinfamilie anzusehen, sondern
als ein weiteres Mitglied der Tubulin-Superfamilie (STEARNS et al., 1991).

Versuche mit Antikorpern gegen y-Tubulin zeigten, dass y-Tubulin eine Komponente
der MTOC:s bei Tieren darstellt und im Bereich der Centrosomen nachzuweisen ist.
Dadurch spielt es vermutlich auch eine Rolle bei der Mikrotubuli-Nucleation. So wurde
nachgewiesen, dass bei mit y-Tubulin Antikdrpern behandelten Zellen die Neubildung
der Mikrotubuli verhindert wird (LODISH et al., 2001). Weitere Versuche zeigten, dass
es bei einer Deletion oder Mutation des y-Tubulins zu starker Verminderung der
Mikrotubuli in der Zelle kommt (OAKLEY, 2000). Daher wird vermutet, dass 7-
Tubulin in den MTOCs mit o- und B-Tubulin in Wechselwirkung tritt und die
Nukleation der Mikrotubuli bewirkt.

Aufgrund der bei Tieren gewonnenen Erkenntnisse wurde auch bei Pflanzen nach y-
Tubulinen gesucht. Mit Antikérpern gegen einen konservierten Sequenzbereich des y-
Tubulins konnten in Pflanzen y-Tubuline identifiziert werden (LIU et al., 1993 und
OAKLEY, 2000). Das erste y-Tubulin Gen in Pflanzen wurde aus dem Farn Anemia
phylitides isoliert und sequenziert (FUCHS et al., 1993). Desweiteren wurden die y-
Tubuline in Arabidopsis thaliana (LIU et al., 1995) und Zea mays (JOSHI et al., 1996)
identifiziert, sowie in der eigenen Arbeitsgruppe die y-Tubulinsequenzen von Nicotiana
tabacum und Hordeum vulgare (SCHRODER et al., 2002). Aufgrund der Nachweise

von y-Tubulin im Pflanzenreich, kann man sagen, dass y-Tubulin sehr weit verbreitet
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und konserviert ist. Anti-y-Tubulin Antikdrper konnten in Pflanzen an kortikalen
Mikrotubuli, PPB und Phragmoplasten sowie an Kernhiillen und Spindelpolregionen
assoziiert werden (GODDARD et al., 1994). Durch die Moglichkeit von Tieren
gewonnene Antikorper gegen y-Tubulin immunochemisch einzusetzen, konnte in
Pflanzen, unabhédngig von morphologischen sichtbaren Markern wie Centriolen, y-

Tubulin lokalisiert werden (MARC, 1997).

Von Oakley wurde ein Modell eines vy-Tubulin-Ringkomplexes (s. Abb. 1-9)
beschrieben, der einen Ausgangspunkt fiir die Nukleation von 13 Protofilamenten
darstellt (OAKLEY, 2000). Es wurde der biochemische und ultrastrukturelle Beweis
geliefert, dass y-Tubulin von Drosophila einen Multi-Protein-Ringkomplex (y-TuRC)
formt (MORITZ et al., 1995).

Ebenso konnte in Xenopus Eiern erstmals ein 2000 kDa groBer Komplex aus 7
Proteinen isoliert werden, der aus a- und B-Tubulin und auch aus 10-14 Molekiilen y-
Tubulin bestand sowie mindestens sechs weiteren Proteinen. (ZHENG et al., 1995). Zu
diesen Proteinen zéhlen Xgrip 109 und Xgrip 110 in Xenopus, die homolog sind zu
Dgrip 84 und Dgrip91 in Drosophila und Spc 97 und Spc 98 bei Sacharomyces
cerevisiae. Zwei y-Tubulin-Molekiile bilden mit je einer Kopie von Dgrip 84 und
Dgrip91 eine Untereinheit des y-TuRC, die als y-Tubulin-Small Complex (y-TuSC)
bezeichnet wird. Man geht davon aus, dal ein y-TuRC sechs oder sieben y-TuSC-
Untereinheiten enthélt. In Drosophila wurden neben Dgrip84 und Dgrip91 weitere
Proteine nachgewiesen, die den y-TuRC autbauen (MORITZ und AGARD, 2001).
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Dagrips 84, 91

Abb. 1-9: Modell zum Aufbau eines y-TuRec. Der y-TuRC ist aus sechs oder sieben y-TuSC
aufgebaut. Jeder y-TuSC besteht aus zwei y-Tubulin und je einem Dgrip 84- sowie einem

Dgrip 91-Molekiil. (Quelle: MORITZ et al., 2000)

Es scheint sehr wahrscheinlich, daf der y-TuRC zumindest zwei Funktionen in der Zelle
erfiillt: Die Nukleation von Mikrotubuli an Mikrotubuli-organisierenden Zentren
(MTOCs) oder ,,nucleation sites* und das ,,kappenartige” Versiegeln des Minus-Endes,
das das freie GDP-Ende des Mikrotubulus vor Depolymerisation schiitzt (MORITZ et
al., 2000; WIESE und ZHENG, 2000).

Obwohl in Zellen hoherer Pflanzen bisher keine Centrosomen-dhnlichen Organellen
gefunden wurden, konnten doch y-Tubulin und zu Spc97 und Spc 98 homologe Proteine
(Spc 97p und Spc 98p) nachgewiesen werden. Spc98p interagiert mit y-Tubulin und
Spc97p mit Spc98p, daher konnte Spc98p als Marker fiir Mikrotubuli-bildende
Komplexe betrachtet werden (ERHARDT et al., 2002). Spc98p ist mit y-Tubulin
entlang der Nucleus-Oberfldche kolokalisiert, die schon als ,,nucleation site* hoherer
Pflanzen gilt, ebenso wie nahe der Plasmamembran. Nukleationskomplexe an dieser
Stelle deuten darauf hin, dass kortikale Mikrotubuli mdoglicherweise direkt hier
ausgebildet werden konnten und nicht von der Nucleus-Oberfldche aus transportiert

werden miissen. Das entlang der Mikrotubuli-Arrays gefundene y-Tubulin ist dagegen
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nicht mit Spc98p kolokalisiert, es erfiillt somit vermutlich eine andere Funktion als die
der Nukleation, beispielsweise konnte es EinfluB3 auf die Eigenschaften der Mikrotubuli
nehmen oder eine Transport- oder Speicherform darstellen (ERHARDT et al., 2002).
Diese Ergebnisse sind aber als fragwiirdig zu erachten, da hier mit isolierten Nuclei
gearbeitet wurde, und diese Signale auch als Versuchsartefakte anzusehen sind.
STOPPIN-MELLET et al. (2000) identifizierten zwei y-Tubulin enthaltende Komplexe
unterschiedlicher Grof3e in Mais-Zellen. Der groBere der beiden Komplexe (>1500kDa)
wies ein Proteinprofil auf, dhnlich dem tierischer Tubulin-Komplexen, so dass es sich
hierbei moglicherweise um Homologa handeln konnte. Der zweite, kleinere Komplex
(750kDa) scheint sich unter anderem aus ¢y-Tubulin und Hitzeschockproteinen
zusammenzusetzen. Bei Letzterem wird eine Faltungs- oder Modulationsaufgabe bei
Mikrotubuli vermutet (STOPPIN-MELLET et al., 2000). Uber die Regulation von -
Tubulin-Komplexen ist bisher nur wenig bekannt. Man glaubt, dass die
Phosphorylierung von Spc98p und die Bindung von Guanin-Nukleotiden an y-Tubulin
eine Rolle spielen (SCHIEBEL, 2000) konnten.

Wie nun aber y-Tubulin mit a- und B-Tubulin in Wechselwirkung tritt, wird momentan
an verschiedenen Modellen diskutiert. Aufgrund der Struktur des y-TuRC werden zwei
Modellvorstellungen favorisiert (Abb. 1-10). Beim ,template’-Modell (Abb. 1-10 links)
wird der y-TuRC als offener Ring aus 10-14 lateral interagierenden y-Tubulin-
Molekiilen betrachtet, mit Léngskontakten einerseits zu den iibrigen Proteinen des
Komplexes und andererseits zu den Tubulin-Heterodimeren, so dal3 letztlich jedes y-
Tubulin-Molekiil an der Basis eines Protofilamentes sitzt (ZHENG et al., 1995). Das
,protofilament’-Modell (s. Abb 1-10 rechts) postuliert einen Ring aus ldngsgerichtet
aneinander gebundenen y-Tubulin-Molekiilen. Zur Nukleation soll sich ein Teil des
Komplexes strecken und so das initiale Protofilament eines Mikrotubulus darstellen, an
das sich wiederum lateral und longitudinal o- und B-Tubulin anlagern koénnen
(ERICKSON und STOFFLER, 1996). Beide Modelle werden mit fortschreitenden
Erkenntnissen iiberarbeitet und angepaBt (zur Ubersicht ERICKSON, 2000; MORITZ
und AGARD, 2001).
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Abb. 1-10: Modelle fiir die Funktion von y-Tubulin beim Zusammenbau der Mikrotubuli. y-
Tubulin (orange) dient als Keim fiir das Wachstum entweder als mit Proteinen
assoziierter Ringkomplex (links) oder als Protofilament (rechts), an das sich af-Dimere

anlagern konnen. (Quelle: verdndert nach LODISH et al., 2001)

1.1.5 Nachweis von y-Tubulin in Pflanzen

Mittels immunfluoreszenz-mikroskopischer ~Aufnahmen wurde y-Tubulin in
pflanzlichen Zellen in Form eines punktierten Muster an den kortikalen Mikrotubuli von
Interphasezellen, dem PPB und an Teilen des Phragmoplasten, sowie an der Nucleus-
Oberflache beobachtet (LIU et al., 1993; PANTERIS et al., 2000; MURATA et al.,
2005). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass y-Tubulin unter anderem in den
MTOCs lokalisiert ist und dort eine Funktion bei der Nukleation von Mikrotubuli
tibernimmt.

Punktformige Signale an den Kortikalen Mikrotubuli, die von den Minus-Enden zu den
Plus-Enden der Mikrotubuli schwécher werden, konnten bedeuten, dass y-Tubulin an
den Minus-Enden kurzer Mikrotubuli sitzt, die ihrerseits zu Arrays gebiindelt sind, oder
aber, dass y-Tubulin an den Seiten der Mikrotubuli bindet oder mit eingebaut wird
(OAKLEY, 2000).

WASTENEY (2000) fiihrt die Punktierung auf eine Mikrotubuli-abhédngige
Mikrotubuli-Nukleation zuriick. Dabei werden an bestehende kortikale Mikrotubuli
cytosolische y-Tubulin-Komplexe seitlich gebunden, worauthin im ungefdhren 40°
Winkel ein neuer Mikrotubulus nukleiert wird. Bei Depolymerisation des ersten

Mikrotubulus bleibt das Minus-Ende des neuerzeugten Mikrotubulus stabil. Erst bei
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Depolymerisation des neuerzeugten Mikrotubulus {iber die dynamische Instabilitdt des
Plus-Endes wird der y-Tubulin-Komplex wieder frei. Die Anordnung der Mikrotubuli
soll anschlieBend iiber MAPs erfolgen (MURATA et al., 2005)

Trotz der bisherigen Ergebnisse ist noch nicht genau geklirt, wie y-Tubulin als
Schliisselelement der MTOCs genau funktioniert, wie es reguliert wird und ob es noch

andere Aufgaben im komplexen System der Mikrotubuli tibernimmt.

1.1.6 y-Tubulin-Sequenzen und mogliche funktionelle Doménen

Pflanzliche y-Tubuline weisen untereinander eine 90%ige Homologie auf, dagegen
betrigt die Homologie zu den y-Tubulinen von Pilzen, Algen und Metazoen nur 60-70%
(MARC, 1997). Bei vergleichenden Untersuchungen von bekannten y-Tubulin
Sequenzen und den Homologien zu a- und B-Tubulin wurde festgestellt, dass der N-
terminale Bereich von y-Tubulin eine Homologie von ungefihr 40% zu o- und -
Tubulin zeigt, wogegen der C-terminale Bereich nur eine Homologie von ungefahr 23%
zeigt. Aufgrund dieser Untersuchung wird vermutet, dass es sich hier um funktionelle
Dominen des y-Tubulins handelt. Dabei wird spekuliert, dass der N-terminale Bereich
des y-Tubulins an die of-Dimere bindet, wogegen der C-terminale Bereich mit
centrosomalen Proteinen zu interagieren scheint (BURNS, 1995).

BURNS (1995) beschrieb, dass y-Tubulin zwei auffallend divergente Peptidbereiche
beinhaltet, die als y-A-Peptid und y-B-Peptid bezeichnet werden (s. Abb. 1-11 und Abb.
1-12 fiir die Lage der beiden Peptidbereiche im vy-Tubulin). Diese beiden
Peptidsequenzen liegen im C-terminalen Bereich und besitzen von Spezies zu Spezies
eine variable Anzahl von Deletionen und Insertionen. Die flankierenden Bereiche des y-
A-Peptid und y-B-Peptid weisen hingegen sehr starke Homologien auf. Es wird
vermutet, dass die beiden Peptidbereiche im gefalteten Protein an der AuBenseite
exponiert liegen und so mit assoziierenden Proteinen interagieren konnten (BURNS,

1995; INCLAN und NOGALES, 2001).
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INSIDE

A-Peptid

Abb. 1-11: Lage des A-Peptid und B-Peptid in y-Tubulin. Ansicht von innen aus dem y-Tubulin
heraus (Strukturberechnungen des y-Tubulins aufgrund der Struktur von B-Tubulin).
(Quelle: verandert nach INCLAN und NOGALES 2001)

v-A-Peptid
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Abb. 1-12: Ubersicht iiber das y-A-Peptid und y-B-Peptid bei verschiedenen Organismen.

Vergleichsuntersuchungen der y-A- und y-B-Peptidbereiche von bekannten y-Tubulin-
Sequenzen zeigten eine starke Konservierung bei hoheren Pflanzen, wogegen sehr
starke Unterschiede zu den Tieren und Pilzen festzustellen sind (BURNS, 1995). Im
Verlaufe der Evolution von Pflanzen kommt es zu einem Verlust der Centrosomen

wihrend des Zellteilungszyklus, sowie zu dem Verlust der Zellmobilitdt einhergehend
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mit dem Verlust der Begeillelung (CANADAY, 2000). Es wird vermutet, dass dieser
Verlust in sehr enger Beziehung mit dem y-A- und y-B-Peptid zusammenhéngen konnte
(SCHRODER et al., 2002). Diese beiden Sequenzbereiche kdénnten dem y-Tubulin
ermoglichen, unabhidngig von typischen Centrosomen seine speziellen Funktionen
auszutiiben.

Eine weiterer auftilliger Sequenzbereich des y-Tubulins wurde von JOSHI et al. (1992)
definiert. Dieser befindet sich im N-terminalen Bereich des y-Tubulins und zeigte
innerhalb der bis dahin untersuchten Organismen einigermaflen eine Homologie bei
Tieren. Daher wurde dieser Bereich fiir die Entwicklung eines Antikorpers gegen -

Tubulin verwendet und zeigte bei tierischen Organismen ein deutliches Signal.

1.2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Mikrotubuli spielen eine essentielle Rolle in den verschiedenen Entwicklungsstadien
von Pflanzenzellen. Dazu zihlen die Mitose, die Cytokinese und die Zellexpansion. Das
y-Tubulin wird inzwischen als essentieller Mikrotubuli-Nukleator betrachtet
(OAKLEY, 2000). Der Mechanismus und Ort der pflanzlichen Mikrotubuli-Nukleation
sind jedoch bis heute ungeklirt. Sequenzvergleiche mit pflanzlichem Spc 98 und v-
Tubulin mit den jeweiligen Homologa bei tierischen Zellen, sowie der Identifikation
von Komplexen bei Pflanzen, die dem Proteinprofil von tierischen y-TuRCs &hneln,
lassen die Vermutung zu, dass die Nukleation von pflanzlichen Mikrotubuli dhnlich wie
in tierischen MTOCs erfolgen konnte (SCHMITT, 2002). Nachweise konnten dafiir
aber noch nicht erbracht werden. Als Orte der Mikrotubuli-Nukleation werden die
Nucleus-Oberfliche und die kortikalen Bereiche des Cytoplasmas diskutiert (VAUGHN
und HARPER, 1998; CANADAY et al., 2000; SAIBO et al., 2004).

Neben der Nukleation der Mikrotubuli wird auch diskutiert, inwieweit es zu einer
Kolokalisation von y-Tubulin, {iber die Nukleation hinaus mit den Mikrotubuli kommt
und welche Funktionen diese erfiillen konnte. Verschiedene Studien kamen zu
unterschiedlichen Ergebnissen, die sich in der Abundanz des detektierten y-Tubulin und
dessen Verteilung entlang der Mikrotubuli unterscheiden. Dort gibt es Beschreibungen
von gleichformiger Verteilung tiber die Mikrotubuli, bis die Minus-Enden meidend (z.
B. LIU et al., 1993; PANTERIS et al., 2000; MURATA et al., 2005). Anhand der

unterschiedlichen Ergebnisse werden auch verschiedene Funktionen und Formen des y-
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Tubulins diskutiert, wie z. B. der EinfluB auf die Eigenschaften der Mikrotubuli,
Mikrotubuli-abhédngige Nukleation von Mikrotubuli und inaktive Speicher- und
Transortformen von y-Tubulin (ERHARDT et al., 2002; MURATA et al., 2005).

Eine Erklarung fiir die abweichenden Ergebnisse ist vielleicht in der Verwendung von
verschiedenen Antikorpern zu suchen, die teilweise gegen tierisches y-Tubulin gerichtet
waren, und fiir die Detektion von pflanzlichem y-Tubulin verwendet wurden. Diese
geringen Abweichungen in der zu erkennenden Peptidsequenz konnen schon bewirken,
dass die Spezifitit der Antikdrper nicht mehr gewédhrleistet ist.

Um Hinweise auf mogliche Funktionen von y-Tubulin in sich teilenden, expandierenden
und expandierten Pflanzenzellen zu erhalten, ist es notwendig die Expression und die

Lokalisation des Proteins im Verlauf der Zelldifferenzierung zu untersuchen.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit das Vorkommen von y-Tubulin
und anderer Cytoskelett-relevanten Proteine im Verlauf der Zelldifferenzierung einer
Zellkultur, der BY-2 Zellkultur, und die Zelldifferenzierung an Bléttern von Nicotiana
tabacum untersucht.

Auf molekularbiologischer Ebene wurden Versuche durchgefiihrt, die durch Nachweis
der mRNA Aufschluf} iiber die Transkription von y- Tubulin geben sollten. Um dieses
Ziel zu erreichen, wurde aus den verschiedenen Zellentwicklungsstadien (von
teilungsaktiven Stadien bis zu Stadien {iber die Zellteilung hinaus) die mRNA
extrahiert, in cDNA umgeschrieben und mittels PCR amplifiziert. Der semiquantitative
Vergleich der Expression in den einzelnen Stadien sollte Aufschlufl dariiber geben, in
welchem Umfang vy-Tubulin in elongierten Zellen (BY-2 Zellkultur) bzw. in
expandierten Bléttern (SR1 Pflanze) noch exprimiert wird.

Auf der proteinbiochemischen Ebene wurde ein semiquantitativer Vergleich angestrebt.
Hierzu sollte der Gesamtproteingehalt der unterschiedlichen Zellstadien extrahiert und
der Nachweis der zu untersuchenden Proteine mittels Western-Blot und
immunochemischem Methoden durchgefiihrt werden. Um y-Tubulin nachzuweisen,
musste ein Antikdrper speziell auf pflanzliches y-Tubulin entwickelt werden. Dafiir
kamen im Bezug auf die Pflanzenspezifitit zwei verschiedene Peptidbereiche in
Betracht. Zum einen der y-B-Peptidbereich der schon wihrend der Diplomarbeit von
SCHLAG (2002) verwendet wurde, sowie der JOSHI-Bereich (JOSHI et al., 1992), der

sich im Vergleich mit der tierischen Sequenz um drei Aminosduren zu den Pflanzen
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unterscheidet. Ein Antikorper gegen die gleiche pflanzliche Sequenz wurde auch schon
von DIBBAYAWAN et al. (2001) verwendet.

Durch die Untersuchung des eventuellen Vorhandenseins der mRNA fiir y-Tubulin und
dem Nachweis des Proteins lassen sich die mdglichen Aufgaben und Funktionen von v-
Tubulin, iiber die Zellteilung hinaus in den verschiedenen Zellstadien erforschen.

Als Referenz zur Absicherung der Ergebnisse wurden a-Tubulin, ein stindiger
Bestandteil der Mikrotubuli, und Actin verwendet. Durch die Untersuchung dieser
Proteine sollte die These bestdtigt werden, dass Actin iiber den gesamten Zellzyklus
konstitutiv expremiert wird (HELLMANN, 1995). Auch sollte untersucht werden, ob

der Gehalt an a-Tubulin mit dem Gehalt von y-Tubulin korreliert.
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2 Material und Methode

2.1 Sterilisation der benoétigten Labormaterialien

Zur Vermeidung von Kontaminationen (z.B. durch RNAsen) wurden alle fiir die
Versuche benétigten Materialien sterilisiert. Die Materialien aus hitzeunempfindlichem
Kunststoff (z.B. Teflon und Polycarbonat) wurden fiir 15min bei 2 bar und 120°C
autoklaviert (Varioklav Dampfsterilisationen, Neuried; Sectroid BST 300, Schweiz).
Die hitzeunempfindlichen Glaspipetten und Erlenmeyerkolben wurden durch eine
Inkubation bei 180°C fiir 3 Stunden in einem Warmeschrank (Memmert Elektronik Typ
US50) sterilisiert.

Puffer und Medien wurden, wenn moglich, autoklaviert. Ausgenommen waren Puffer
und Medien, bei denen Komponenten durch das Autoklavieren ausfallen konnten. In
diesen Féllen wurde eine Sterilfiltration durchgefiihrt (Millipore-Filtrationseinheit,
Filtertyp 0,22 pm GV).

Zur Verhinderung einer Kontamination wiahrend der Versuche fand der grof3te Teil (z.B.
Uberimpfen der Kulturen) unter einer Laminar-Air-Flow-Bank (BDK Luft- und
Raumtechnik GmbH) statt.

2.2 Versuchsmaterial

2.2.1 Pflanzenmaterial

2.2.1.1 Zellkultur aus Nicotiana tabacum (BY-2)

Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurden die Zellen der BY-2 Zellkultur (NAGATA
et al., 1992) aus Nicotiana tabacum verwendet, die im ‘'Central Research Institute of the
Japan Tobacco and Salt Public Corporation® erstmals aus einem Kallus gewonnen
wurde (KATO et al., 1972).

Diese Zellsuspensionskultur eignet sich sehr gut fiir molekulare und zelluldre
Forschung bei Pflanzenzellen, da sie sich durch eine hohe Vermehrungsrate und
Homogenitit auszeichnet. Dabei handelt es sich um eine sehr stabile Kultur. Versuche
mit Arabidopsis-Zellkulturen haben gezeigt, dass diese Kulturen einen kurzen
Zellzyklus besitzen und nicht zu synchronisieren sind (NAGATA et al., 1992; N.V.
GEELEN et al., 2001). Im Vergleich zu intakten Pflanzen, wo die Meristeme aufgrund
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verschiedener ausgebildeter Zellorgane in sich sehr heterogen sind, besteht die BY-2
Suspensionskultur aus homogenen Zellen, und ist nur geringfiigig heterogen innerhalb
des Zellzyklus. Durch Hormonzugabe ist auf Entwicklungsprozesse leichter Einfluss zu
nehmen als bei intakten Pflanzenzellen.

Durch Zugabe von Auxin in das Kulturmedium konnen die Zellen in einem
teilungsaktiven Zustand gehalten werden. Beim Reduzieren der Auxinmenge oder
Wegnahme von Auxin aus dem Kulturmedium lésst die Zellteilung nach und die Zellen
beginnen zu elongieren (SHIBAOKA, 1993). Bei einer Zellkultur konnen
Verdnderungen im Cytoskelett, bei sich differenzierenden Zellen, beobachtet werden,
ohne Riicksicht auf die Differenzierung und Ausbildung von Pflanzenorganen nehmen
Zu mussen.

Ein weiterer Vorteil der Zellkultur sind im Vergleich zu Zellen aus intakten
Gewebeverbanden die diinnwandigeren Zellwénde, die sie leichter fiir Farbstoffe oder
Antikorper durchldssig machen. Bei der Zellkultur handelt es sich um mehr oder minder
vereinzelte Zellen, sie liegen nicht in einem kompakten Zellverband vor. Dadurch ist
eine mikroskopische Betrachtung leichter durchzufiihren. Die Zellen der BY-2 Kultur
eignen sich hervorragend fiir Studien des Cytoskeletts, da an ihnen die typischen
Strukturen wie kortikale Mikrotubuli, das PPB, die Mitosespindel und der Phragmoplast
beobachtet werden konnen (NAGATA et al., 1992; N.V. GEELEN et al., 2001).

Die Zellkultur wurde unserer Arbeitsgruppe von der Arbeitsgruppe Prof. D. Menzel der
Universitdt Bonn iiberlassen. Kultiviert wurde sie als Zellsuspensionskultur und als
Kalluskultur.

Die Zellsuspensionskultur stellte das eigentliche Versuchsmaterial dar. Neben der
Zellsuspensionskultur diente eine Kalluskultur diente als Reserve, sollte es z.B. zum
Kollabieren der Zellsuspensionskultur kommen. Diese zeichnete sich durch langsameres
Wachstum auf festem Medium aus und musste somit nicht jede Woche iiberimpft
werden.

Die Zellsuspensionskultur wurde im Klimaraum unter standardisierten Bedingungen bei
23°C + 1°C im Dunkeln auf einem Rotationsschiittler (Infors AG, Bottmingen,
Schweiz) bei ca. 100rpm kultiviert. Die Anzucht der Kultur fand in 100ml
Erlenmeyerkolben mit jeweils 25ml Ndhrmedium statt. Der Erhaltungskultur wurde
zusitzlich 2,4- Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D) zugegeben, um Zellteilungen zu

erreichen.
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Um Zellen ohne Zellteilung aber mit Zellstreckung zu erhalten, wurden auch
Kulturansidtze ohne Auxinzugabe herangezogen. Eine Erhaltungskultur wurde als
Suspensionskultur wochentlich mit einem Titer von 0,5ml in frisches Ndhrmedium
tiberimpft. Fiir die Kultur ohne Hormon wurde jeweils 1ml von einer drei Tage alten
Erhaltungskultur in frisches, hormonfreies Medium iiberimpft. Das Uberimpfen der
Kultur fand grundsatzlich unter einer Sterilbank statt (BDK Luft- und Reinraumtechnik
GmbH).

Zur Verwendung kam ein LS-Medium (LINSMAIER und SKOOG, 1965), welches
nach NAGATA et al. (1992) modifiziert wurde.

Ansetzen des LS-Mediums fiir BY-2 Zellkultur (1000ml):

Losung I (LS 1) (10x): KNO; 19 g/l
NH;NO; 16,5 g/l
CaCl, x 2H,0 4.4 g/l
MgSO, x 7H,0 3,7 g/l
KH,PO, 3,7 g/l

Zugabe: 100ml/1 LS Medium

Losung IT (MS 1II) (100x): MnSO, x H,O 1690 mg/l
ZnSO, x 7TH,O 860 mg/1
H;BO; 620 mg/1
KI 83 mg/1
Na,MoO, x 2H,0 25 mg/1
CoCl, x 6H,0O 2,5 mg/1
CuSO, x 5H,0 2,5 mg/1

Zugabe: 10ml/l LS-Medium

Losung III (LS II)(1000x): Thiamin HCI 100 mg/100ml
Zugabe: 1ml/l LS-Medium

Losung IV (MS 1IV)(100x): FeSO, x 7H,0 2,78 g/1 (separat 16sen)
Na,EDTA x 2H,0 3,73 g/l
Zugabe: 10ml/1 LS-Medium

2,4-D 0,2 mg/l
Zugabe: 500ul/l1 LS-Medium (nur bei Erhaltungskultur)



Material und Methode 25

myo-Inosit 100 mg/1
Saccharose 30 g/l

Das LS-Medium wurde aus den Komponenten zusammengestellt und anschlieend der
pH = 6,0 eingestellt. Danach wurde das fertige LS-Medium autoklaviert.
Fiir die ,,Ernte* der zu untersuchenden Stadien wurde jeweils ein Kolbchen verwendet.

Folgende Stadien wurden ,,geerntet™ (s. Kap. 3.1):

3 Tage alt (Erhaltungskultur mit Auxin; 0)
3 Tage alt (ohne Auxin; 3)

6 Tage alt (ohne Auxin; 6)

9 Tage alt (ohne Auxin; 9)

12 Tage alt  (ohne Auxin; 12)

Zur Gewinnung der Frischmasse wurde die Zellsuspension auf ein Nylonsieb (Ziiricher
Beuteltuchfabrik) mit einer Maschendichte von 100um gegeben. Fiir die
Proteinbiochemie wurden dann 200mg Frischmasse der zu untersuchenden Zellstadien
und fiir die Nukleinsdureextraktion 200mg Frischmasse der Zellen bei auxinhaltigen
und 400mg Frischmasse der Zellen bei auxinfreien Stadien, in Aluminiumbriefchen
abgewogen, sofort in fliissigem Stickstoff bei -196°C schockgefroren und bei -20°C
gelagert.

2.2.1.2 Tabakpflanze Nicotiana tabacum (SR1)

Neben der Zellkultur kam auch Blattmaterial von Nicotiana tabacum cv. Petite Havanna
SR1 von aus Samen (eigene Ernte) angezogenen Pflanzen.

Die Samen wurden fiir 3min in Natriumhypochlorid-Losung (Klorix, Verdiinnung 1:3)
oberflachensterilisiert und viermal mit sddH-O gewaschen. Danach wurden die Samen
zur Keimung auf steriles 2 x konzentriertes MS-Aussaatmedium nach MURASHI und
SKOOG (1962) in Polystyrol-Petrisschalen (Greiner Labortechnik, Niirtingen)
ausgebracht (15h Licht / 9h Dunkel, Leuchtstoffrohren: Osram L36W/25 Universal
White, Bestrahlungsstdrke auf Tischhéhe: 12pmol / m? * s, Temperatur: 23°C £ 1°C).
Nach drei Wochen (4-Blatt-Stadium) wurden je drei Keimpflanzen auf steriles
Aussaatmedium in Glasgefdfle (Einweckglidser) umgesetzt und fiir weitere drei Wochen

angezogen.
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Ansetzen des 0,5x konzentrierten MS-Aussaatmediums (1000ml):

Losung I (MS 1) (10x): KNO; 19 g/l
NH4NO; 16,5 g/l
CaCl, x 2H,0O 4.4 g/l
MgSO,4 x TH,0 3,7 g/l
KH,PO, 1,7 g/l

Zugabe: 50ml/1 %2 MS-Medium

Losung IT (MS 1I) (100x): MnSO4 x H,O 1690 mg/l
ZnS0O, x 7TH,O 860 mg/1
H;BO; 620 mg/1
KI 83 mg/1
Na,MoO, x 2H,0 25 mg/1
CoCl, x 6H,O 2.5 mg/1
CuSO, x 5H,0 2.5 mg/1

Zugabe: 5ml/l %2 MS-Medium

Losung IV (MS IV)(100x): FeSO4x 7H,O 2,78 2,78 g/l (separat 16sen)
Na,EDTA x 2H,0 3,73 g/l
Zugabe: 10ml/1 2 MS-Medium

Saccharose 5 g/l
Gelrite 2,5 g/l

Das 0,5x konzentrierte MS-Aussaatmedium wurde aus den oben genannten
Komponenten zusammengestellt und anschlieBend der pH = 6,0 eingestellt. Danach
wurde das fertige Aussaatmedium autoklaviert.

Nach dreiwochiger Aufzucht in den Einweckgldsern befanden sich die Pflanzen in

einem 6-7 Blatt-Stadium und wurden unsteril in 10 x 10cm Kunststofftopfchen mit
Tonsubstrat (Lecaton®, Leca Deutschland GmbH, Rinneberg) umgesetzt (15h Licht / 9h
Dunkel, Leuchtstoffrohren: OsramL36W/25 Weiss-Universal-White Bestrahlungsstéirke

auf Substrathdhe: 44pumol / m? * s, Temperatur: 24°C + 1°C), und in Kunststoffwannen
mit Hoagland-Ldsung gestellt. Dazu wurden die Pflanzen zunéchst den Einweckglédsern
entnommen und das Aussaatmedium von den Wurzeln abgestreift. Nach dem
Durchzéhlen der Blatter (unter Auslassen der Keimblétter) wurde das sechste Blatt mit
einem Faden markiert. Anhand der Markierung konnten dann sukzessiv die

nachfolgenden Blitter der Blattfolge zugeordnet werden.
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Frische Néhrstofflosung wurde einmal wochentlich zugegeben.

Nahrlosung nach Hoagland:

Stammldsung A Ca (NO), x 4H,0 95 g/l
Stammldsung B (NH,;)H,PO, 12 g/l
Stammlésung C KNO; 61 g/l
Stammlésung D H;BO; 6 mg/1
MnCl, x 4H,0 40 mg/l
ZnS0O, x 7TH,O 9 mg/1
CuSO, x 5H,0 5 mg/1
H,MoO 1,5 mg/l
Co (NOs), 2,5 mg/1
Stammldsung E1 FeSO, x 7H,O 2,49 g/l
Na,EDTA 332 gl
Stammldsung E2 NaOH 0,5 g/l

2.2.1.3 Wintergerste Hordeum vulgare

Zur Verwendung kam handelsiibliches mit Arbosan® gebeiztes Saatgut der Wintergerste
Hordeum vulgare (L.) cv. Igri (Ackermann & Co., Irlbach). Die Getreidekérner wurden
auf Verniculit in 10 x 10cm Kunststofftopfchen ausgesit (30-40 Getreidekorner pro
Topf), mit Verniculit in einer Dicke von 10-15mm bedeckt und mit Leitungswasser
geflillten Kunststoffwannen gestellt. Die Keimung und die Anzucht erfolgten im
Klimaraum unter standardisierten Bedingungen bei 23°C £+ 1°C  bei einer
Bestrahlungsdauer von 15h mit einer  Bestrahlungstirke von ca. 18Wm-2
(Leuchtstoffrohren Osram L36W/25 Weiss-Universal-White).

Pflanzenmaterial, mit dem die Versuche durchgefiihrt wurden, wurde nach etwa 14
Tagen geerntet. Dabei war die Lange der zweiten Blatter entscheidend, die zwischen 10-
12cm liegen sollte. Nach Entfernen des Getreidekorns wurde das freipriparierte zweite
Blatt in 2cm lange Stiicke unterteilt, auf angefeuchtetem Filterpapier autbewahrt. Fiir

die Proteinbiochemie wurden dann 200mg Frischmasse der verschiedenen Segmente in
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Alubriefchen abgewogen und anschliefend sofort in fliissigem Stickstoff bei -196°C
schockgefroren und bei -20°C gelagert.

2.2.2 Bakterienstimme und Medien

Fir alle Transformationen wurde im Zusammenhang mit dem pGEM®-T Vektor-
System (Promega, Mannheim) und dem GeneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas, St.
Leon-Rot) der Wirtsstamm E. coli XL 1-Blue MRF’ (Stratagene, Amsterdam,
Niederlande) und der E. coli DHS5o (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Fiir die
Uberexpression von y-Tubulin wurde der E.coli BL21 (DE3) (Invitrogen, Karlsruhe)

verwendet.

XL 1-Blue MRF": Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA 1
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac[F’ proAB
lacI’ZAM15 Tn 10 (Tet")]

DHSa: Genotyp: F" ¢80dlacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl
endA1 hsdR17(r, my") phoA supE44 A thi-1
gyra96 relAl

BL21 (DE3): Genotyp: F"ompT hsdSg(rg'mg’) gal dem

2.2.2.1 Anzucht der Bakterien

Die Anzucht der Bakterien erfolgte sowohl unter Verwendung von Plattenkulturen,

Fliissigkulturen und Dauerkulturen.

2.2.2.1.1 Plattenkultur

Die Plattenkultur ermdglichte, vereinzelte Bakterienkolonien zu erhalten. Dafiir wurde
von einer Dauerkultur eine kleine Menge Bakterien entnommen. Fiir die Anzucht und
Wachstum auf LB-Platten wurden die Bakterien mit einer ausgegliihten Impfose oder
mit Hilfe eines Drigalski-Spatel ausplattiert. Die Kulturen wurden iiber Nacht bei 37 °C
in einem Brutschrank (B290 Heraeus, Hanau) inkubiert. Bewachsene Kulturplatten
konnten dann durch Nesco-Film (Nippon Kaisha Ltd.,Osaka, Japan), vor Austrocknung

geschiitzt, im Kiihlschrank bei 4°C fiir eine Wochen aufbewahrt werden.
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2.2.2.1.2 Fliissigkultur

Fiir die Bakterienanzucht in einer Fliissigkultur wurde eine vereinzelte Kolonie mit
einer ausgegliihten Impfése von einer LB-Platte entnommen und diese in 10-100ml
(abhingig vom Versuchsansatz) Fliissigmedium tiberfiihrt. Die Kultur wurde dann in
einem Schiittelwasserbad (GFL 1086, GFLmbH, Burgwedel) bei 37°C bis zum
Erreichen einer optischen Dichte (ODggo ca. 0,5), z.B. zur Herstellung kompetenter

Bakterien, oder iiber Nacht inkubiert.

2.2.2.1.3 Dauerkultur

Eine Dauerkultur konnte durch Zugabe von 40% (v/v) autoklaviertem Glycerin zu einer
iiber-Nacht Fliissigkultur angelegt werden. Diese Kulturen konnten dann aliquotiert, mit
fliissigem Sticktstoff eingefroren und iiber einen ldngeren Zeitraum bei -75°C

eingelagert werden.

2.2.2.2 Herstellung der Bakterien-Nihrmedien

Alle hergestellten Medien wurden autoklaviert (Varioklav Dampfsterilisationen,
Neuried; Sectroid BST 300, Schweiz), die optionale Zugabe von sterilfiltrierten
Antibiotika erfolgte erst nach einer Abkiihlung der Medien auf 50°C.

LB-Medium: 1% Bacto-Trypton
(Luria-Bertani) 0,5% Bacto-Hefeextrakt
1% NacCl
pH=7
LB-Agar Medium: LB-Fliissigmedium mit 1,5 % Bacto-Agar
SOB-Medium: 2% Bacto-Trypton

0,5% Bacto-Hefeextrakt
0,05 % NaCl

2,5mM KCl

10mM MgCl,

pH=7

SOC-Medium: SOB-Medium mit 20 mM Glucose
pH=7
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TFB-Medium: 10mM MES (pH 6)
45mM  MnCl, x 4 H,O
10mM CaCl, x 2 H,O
100mM KCl1
3mM Hexamin — CoCls

Tfb I-Medium: 30mM K-Acetat
100mM KCl
10mM CaCl2
50mM  MnCI2
15%  Glycerin (v/v)

Tfb [I-Medium: 75mM  CaCl2
10mM Na-MOPS
10mM KClI
15%  Glycerin (v/v)
pH=7

TYM-Broth-Medium: 2% Bacto-Trypton
0,5%  Bacto-Hefextrakt
100mM NaCl
10mM MgCI2
pH=17,5

FSB-Medium: 10mM K — Acetat (statt MES)
6 % Glycerin

iibrige Komponenten wie TFB — Medium

2.2.2.3 Vernichtung von Bakterien

Alle Losungen und Materialien, die mit Bakterien oder genetisch verdnderten
Organismen (GVOs) in Berithrung kamen, wurden im Anschluss im Autoklaven (bei
134°C und 2bar fiir 15min) abgetotet.

Danach konnten die Einwegmaterialien und verwendete Losungen verworfen werden.
Wieder verwendbare Materialien wurden gespiilt und konnten nach erneutem

Autoklavieren wieder verwendet werden.
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2.3 Charakterisierung des Pflanzenmaterials

2.3.1 Zellkultur (BY-2) aus Nicotiana tabacum

2.3.1.1 Mikroskopie

Um zu gewéhrleisten, dass die Zellen der BY-2 Kultur der einzelnen Stadien vor dem
Einfrieren intakt waren, wurde eine mikroskopische Kontrolle durchgefiihrt.

Dazu wurde ein Mikroskop Zeiss Axioplan mit folgender Austattung verwendet:

Objektive: 10-fach/n.A. 0,30 Planneofluar
20-fach/n.A. 0,50 Planneofluar
40-fach/n.A. 0,75 Planneofluar
63-fach/n.A. 1,25 Planneofluar
Differentialinterferenz-Kontrast (DIC) und Hellfeld:
Alle Objektive mit im Revolver integrierten entsprechenden DIC-Prismen,
Schieber mit DIC-Analysator fiir den Tubus, DIC-Kondensor (Wollaston-
Prismen, Polarisator) 0,3-0,4 und 0,5-1,3 Hellfeldkondensator

Fir die Bildaufhahmen am Zeiss Axioplan-Mikroskop (s.0.) wurde ein CCD-
Digitalkamerasystem (CF 8/1 DX von Kappa, Géttingen) eingesetzt. Dabei handelte es
sich um ein schwarz/weiss-Kamerasystem bei dem iiber ein PC-Interface alle Parameter
am PC eingestellt und die Bilder auf der Festplatte gespeichert werden konnten.

Die digitalisierten Bilder wurden anschliefend mit dem Bildbearbeitungsprogramm

»~Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems Incorporated, 2000) bearbeitet.

2.3.2. Tabakpflanze Nicotiana tabacum (SR1)

Als weiteres Gewebe fiir die Untersuchungen wurden neben der Zellkultur auch Blétter
der Tabakpflanze Nicotiana tabacum verwendet. Es wurden Untersuchungen an
Geweben unterschiedlicher Entwicklungsstadien durchgefiihrt.

Bei dikotylen Pflanzen sind in den jungen Blittern meristematische Zonen iiber die
gesamte Blattspreite verteilt. Mit zunehmendem Alter der Blitter nimmt die mitotische
Aktivitdt der Zellen von der Blattspitze an beginnende zur Basis hin ab, und es setzt das
Streckungswachstum der Zellen ein, das zur endgiiltigen Blattgrofe fiihrt und die

Blattentwicklung abschlieft (STEEVES und SUSSEX, 1989). Somit entsteht ein
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schwach basipetaler Gradient. Da dikotyle Pflanzen anders als Monkotyle keine
distinkten Wachstumszonen in den hier hauptsidchlich untersuchten Stadien der
Blattexpansion aufweisen, wurden Laubblitter verschieden alter Pflanzen verwendet,
um Gewebe unterschiedlichter Entwicklungsstadien zu erhalten.

Da selbst bei standardisierten Bedingungen das Wachstum der Pflanzen uneinheitlich
ausfallen kann, wurde das Wachstumsverhalten der Pflanzen beobachtet, um
verschiedene Stadien der Pflanze und deren Blétter zu charakterisieren (vgl.
HOLZHAUSER, 1992 und HELLMANN, 1995). Dies war angemessen, aufgrund eines
inzwischen erfolgten Umbaus der Klimmakammer. Auf der Beobachtung des
Wachstumsverhaltens basierend wurden die zu untersuchenden Entwicklungsstadien

festgesetzt.

2.3.2.1 Beobachtung des Wachstumsverhaltens

Das Wachstumsverhalten wurde in Anlehnung an vorausgegangene Untersuchungen
(HOLZHAUSER, 1992; HELLMANN, 1995) exemplarisch am elften Blatt von 4
Pflanzen beobachtet. Dafiir wurde die Lénge und die Breite des Blattes gemessen, sowie
die Flachenbestimmung {iber das Zeichnen des Umrisses der Blattspreite durchgefiihrt.
Die gesammelten Umrisse wurden anschlieBend in ein halbautomatisches
Bildauswertegerdt (MOP Videoplan, Firma Kontron, Bildanalyse GmbH, Miinchen)

eingegeben.

2.3.3. Wintergerste Hordeum vulgare

Ein weiteres Ausgangsgewebe war die Wintergerste Hordeum vulgare. Es wurden wie
bei der SRI-Pflanze von Nicotiana tabacum Untersuchungen an Geweben
unterschiedlicher Entwicklungsstadien durchgefiihrt.

Blétter von monokotylen Pflanzen zeigen einen basipetalen Entwicklungsgradienten.
Die Zellen eines Blattes gehen aus der meristemalen Zone an der Blattbasis aus. Somit
befinden sich an der Blattbasis ungestreckte teilungsaktive Zellen, an der Blattspitze
befinden sich ausgewachsene entwickelte Zellen. Zwischen Meristem und Blattspitze
befinden sich Zellen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien zwischen jung und alt.
Die einzelnen Blattbereiche wurden in vorangegangenen Arbeiten charakterisiert

(HELLMANN 1995; SCHRODER 2000).
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2.4 Molekularbiologischer Teil

2.4.1 Nukleinsdurepriparation

2.4.1.1 Prizipitation von Nukleinsiuren

Durch Zugabe von monovalenten Kationen und Alkohol lassen sich Nukleinsduren aus
wissrigen Losungen féllen. Bei den hier verwendeten Extraktionsmethoden geschah
dies mit der Zugabe von 0,7 Vol Isopropanol oder mit 2,5 Vol Ethanol. Hatte die
Losung nicht bereits eine Salzkonzentration von mindestens 300mM, wurde 0,1 Vol 3M
Na-Acetat zugegeben. AnschlieBend wurden die Proben gemischt und entweder 15min
bei RT mit der Isopropanolfdllung oder 30min bei -20°C mit der ethanolischen Féllung
gefillt. Sofern es das Volumen des Gefilles zulie3, wurde ethanolisch gefillt, da unter
Verwendung von Ethanol eine Koprézipitation von Salzen und Zuckern weniger zu
befiirchten ist (SAMBROOK et al. 1989). Danach wurde die Probe bei 4°C mit 12000x
g fiir 30min (Beckman J2-21/Sigma 202-MK) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pellet zweimal mit 75%igem
Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach ca. 5-miniitiger Lufttrocknung wurde
das Pellet in sddH,O (RNA-Extraktion) gelost. Die Lagerung der RNA-Proben erfolgte
bei -20°C.

2.4.1.2 Probenvorbereitung fiir Nukleinsiureextraktion

Das tiefgefrorene Pflanzenmaterial der einzelnen Stadien wurde in einen vorgekiihlten,
mit flissigem Stickstoff gefiillten Morser iiberfithrt und aufgeschlossen. Dazu wurde
das tiefgefrorene Pflanzenmaterial mit einem Pistill pulverisiert. Es war darauf zu
achten, dass die Probe bis zur Uberfiihrung in den jeweiligen Extraktionspuffer nicht
auftaute, um den Abbau der Nukleinsdure durch Nukleasen zu verhindern, da diese bei

sehr niedrigen Temperaturen nicht einwirken kann.

2.4.1.3 Extraktion von gesamt-RNA (gRNA)
Da es bei den Extraktionen von gRNA sehr leicht zu Kontaminationen mit
Ribonukleasen kommen kann, wurden ausschlieBlich hitzesterilisierte bzw.

autoklavierte Gerdtschaften und Losungen verwendet. Desweiteren wurden
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sicherheitshalber bei sdmtlichen Schritten Latexhandschuhe getragen, um eine

Kontamination mit an der Hand haftenden Ribonukleasen zu vermeiden.

2.4.1.3.1 Isolation von gRNA mit PeqGold RNAPure™

Bei peqGOLD RNAPure™ handelt es sich um ein Reagenz, das Phenol und Guanidin-
isothiocyanat in einphasiger Losung fiir eine RNA Extraktion enthilt. Nach der Zugabe
von Chloroform und durch anschlieBende Zentrifugation wird das Homogenisat in drei
Phasen aufgetrennt. Die RNA befindet sich in der wissrigen Oberphase (siehe
Standardprotokoll PeqGold RNAPure™, PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) und

kann anschlieBend mit Ethanol oder Isopropanol gefillt werden

2.4.2 Nukleinsiure-Nachweismethoden

2.4.2.1 Photometrische Bestimmung

Die in Nukleinsduren enthaltenen Basen absorbieren ultraviolettes Licht. Sie besitzen
ein Absorptionsmaximum bei 260nm. Bei dieser Wellenlinge wird die Probe zur
Quantifizierung gemessen. Die optische Dichte (OD,s) von 1 entspricht einer
Konzentration von 50ug/ml bei doppelstringiger DNA und 40ug/ml bei
einzelstrangiger DNA oder RNA (SAMBROOK et al., 1989).

Fiir die Messung wurden 1:100 Verdiinnungen der nukleinsiurehaltigen Ldsungen
hergestellt und in eine Quarzkiivette iiberfiihrt. Als Referenz fiir die Photometrie diente
sddH,O. Die Messung erfolgte in einem Spektralphotometer (Typ U-1100, Hitachi).
Zur Uberpriifung der Reinheit einer Priparation wurde auch die OD,gy gemessen und
aus dem Quotient (Q) ODy¢o/ ODyg9 die Reinheit einer Nukleinsdureprobe bestimmit.
Fiir reine DNA erhilt man einen Q60280 von 1,8-1,9 und fiir reine RNA einen Qx60/280
von >2,0 (SAMBROOK et al., 1989).

Niedrigere Werte geben einen Hinweis iliber Verunreinigung mit Phenolen und/oder

Proteinen.

2.4.2.2 Ethidiumbromidfirbung
Bei Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-Ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromid) handelt
es sich um einen organischen Farbstoff, der mit DNA und RNA interkaliert (s. Abb. 2-
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1). Dies ist aufgrund der planaren Struktur von Ethidiumbromid moglich. Es
interagieren die aromatischen Ringe des Ethidiumbromids mit den heteroaromatischen
Ringen der Nukleinsdurebasen. Aufgrund der stochiometrischen Interkalation des
Ethidiumbromids konnen Nukleinsduren im Agarosegel quantifiziert werden
(SAMBROOK et al., 1989).

Der interkalierende Farbstoff wird durch UV-Licht (254-366nm) angeregt und emittiert
Licht im orange-roten Bereich der Wellenlinge 590nm. Die Anlagerung an die
Nukleinsduren bewirkt eine Verstdrkung der Fluoreszenz, so dass die Farbung auch in

Gegenwart von freiem Ethidiumbromid im Agarosegel deutlich zu sehen ist.

eingelagerte
Molekille

Ethidiumbromid

Abb. 2-1: Strukturformel von Ethidiumbromid. Interkalierende Molekiile in
doppelstriangiger DNA. (Quelle: Lottspeich und Zorbas 1998)

2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegele ist es moglich Nukleinsduren nach ihrer Grof3e
(Molekulargewicht) aufzutrennen. Die Wanderungsgeschwindigkeit und die
Auftrennung der Nukleinsduren héngt in erster Linie von der Konformation, vom pH-
Wert und der Zusammensetzung des Gelpuffers, sowie von der angelegten Spannung
und von der Agarosekonzentration ab. Die Auftrennung der Nukleinséduren geschieht in
einem elektrischen Feld aufgrund ihrer, bei neutralem pH-Wert, negativ geladenen
Phosphatgruppen. Hierbei wandern die kleineren DNA- und RNA-Fragmente schneller
durch die Agarose-Matrix als die groBen, da diese den kleineren weniger Widerstand

bietet.
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2.4.3.1 Lingenstandard fiir Agarosegele

Fiir die Agarose-Gelelektrophorese wurde der Langenstandard von der Firma Carl Roth

in Karlsruhe verwendet.

0 100bp Ladder (0,5pg/10ul)  (Fragmentgréfen von 100bp bis 1000bp)

(bp)

1000
900
800
700

600
500 (2x)

400

300

200
150
100

Abb. 2-2: Lingenmarker 100bp ladder

2.4.3.2 Durchfithrung der Agarose-Gelelektrophorese (Minigel) und
Probenvorbereitung

Zur Auftrennung und Analyse von Nukleinsdure-Fragmenten wurden je nach

Probenanzahl zwei verschiedene horizontale Elektrophoresekammern (Mini sub cell

bzw. Mini wide cell, Biorad, Miinchen) genutzt. Die entsprechenden Geltrager hatten

die GroBen 7 x 6cm bzw. 7 x 15cm. Fiir die Agarose-Gelelektrophorese konnen

Agarose-Konzentrationen von 0,7-2,0% eingesetzt werden, abhingig von der Grof3e der

zu trennenden Fragmente.
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Agarose [%] GroBe der aufzutrennenden DNA-/RNA-Fragmente
0,7 1-30
1,0 0,5-10
1,2 0,4-7
1,5 0,2-3
2,0 0,052

Tab. 2-1: Ubersicht der geeigneten Gelkonzentrationen fiir die Auftrennung verschieden grofier

DNA-Fragmente.

Die Agarose wurde entsprechend der gewiinschten Konzentration des Gels abgewogen
und in 30 bzw. 60ml 0,5x TBE-Puffer gegeben und anschlieBend in einem
Mikrowellengerdt (Micro Chef FM 350, Moulinex) aufgekocht und geldst, bis in der
Losung keine Schlieren mehr zu erkennen waren. Der durch verdampftes H,O
entstandene Gewichtsverlust wurde mit entsprechendem Volumen ddH,O ergénzt. Nun
konnte das Gel auf den, im GelgieBstand eingespannten Geltrdger mit eingesetztem
Probenkamm (10, 15, 20 Taschen) ausgegossen werden. Nach dem Aushirten wurde
der Probenkamm entfernt und das Gel in der mit 0,5x TBE-Puffer gefiillten
Elektrophoresekammer platziert.

Die Nukleinsdureproben wurden auf einem Nesco-Film-Streifen (Nescofilm, Roth,
Karlsruhe) mit 1/5 Volumen 6x Probenpuffer (Orange G) versetzt.

Bei Verwendung der Gotaq® Flexi DNA-Polymerase (Pormega, Mannheim) (s. Kap.
2.4.6) war das Versetzen mit Probenpuffer nicht notwendig. Der Polymerasenpuffer

enthielt schon Glycerin und Farbstoff.

0,5x TBE-Puffer: Tris 89mM
(5x konz. Ansetzen) Borat 8§9mM
Na,-EDTA 2mM

pH = 8 einstellen

6x Probenpuffer Orange G: Orange G 0,2%
Xylene Cyanol FF 0,05%
Glycerol 60%

Na,-EDTA 60mM
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2.4.3.3 Dokumentation der Agarosegele

Die Elektrophorese wurde auf dem UV-Tisch (TF-20.M-Bioblock Scientific, Illkirch,
Frankreich) mit Erregerfilter UG1 auf Eignung zur Auswertung gepriift und mit einem
gekiihlten, empfindlichen CCD-Digitalkamerasystem (CF 8/1 DX von Kappa,
Gottingen) mit vorgeschalteten Filtern (Schott GG495 und BGI18) zur spéteren
Dokumentation fotografiert. Die Bilder konnten auf einem Thermodrucker ausgedruckt
und digital abgespeichert werden. Bei Bedarf konnten die Bilder mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop CS (Adobe System Incorporated, 2003)

bearbeitet werden.

2.4.4 Reverse Transkription

Mit Hilfe der reversen Transkription ist es moglich RNA in copy-DNA (cDNA)
umzuschreiben  (s. Abb. 2-3), die dann lber eine anschlieende
Polymerasekettenreaktion (PCR) weiter vervielfdltigt und charakterisiert werden kann.
Als reverse Transkriptase wurde das Enzym RevertAid™ H Minus M Mu-LV Reverse
Transkriptase (Fermentas, St.Leon-Rot) verwendet, das aus dem murinen Leukéimie-
Virus isoliert wurde. Diese RNA abhéngige DNA Polymerase ist fiir cDNA-Synthese
mit langen RNA-Templates (>5kb) geeignet. Von einem oligo(dT)-Primer ausgehend
wird von der M-MLV Reverse Transkiptase (H-) in 3’-Richtung selektiv der
Komplementirstrang der mRNA synthetisiert. Dadurch entsteht ein Hybriddoppelstrang
von DNA/RNA.

ANA

Reverse Transkriptase
(MMLV, AMV, Tth)

ANA

- e NN RN S cDNA

PCR

| (Tag, Tth
Primer i !t 9.1

S ———————— e cONA

Abb. 2-3: Schematische Darstellung der RT-PCR. Da die RNA nicht direkt durch die PCR amplifiziert
werden kann, muss sie zundchst in cDNA umgeschrieben werden. (Quelle: Lottspeich und

Zorbas, 1998)
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Die Durchfiihrung erfolgte nach der Vorschrift von Fermentas (St. Leon-Rot). Da
wihrend der Arbeit ein semiquantitatives Verhédltnis der untersuchten
Cytoskelettrelevanten-RNAs aufgestellt werden sollte, war im RT-Ansatz darauf zu
achten, dass bei allen RT-Schritten mit den verschiedenen Zellstadien die gleiche
Menge an gRNA eingesetzt wurde. Zur Konzentrationbestimmung der gRNA wurde die
Photometrie (s.0.) herangezogen. Bei allen Ansdtzen wurde ein gRNA-Gehalt von

0,68ug eingesetzt. Das restliche Volumen wurde dann auf 11l aufgefiillt.

Reaktionsansatz (rev. Transkiption): x ul gRNA (0,68pg)

(20pl Ansatz) 1 ul Oligo d(T);s-Primer (500 pg/ul)
x ul sddH,O (auf 11pl auffiillen)
4 ul M-MLV RT 5x Reaktionspuffer
1l RNase-Inhibitor
2 ul dNTP-Mix
Ll M-MLV RT (H-) (200units)

2.4.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) und Oligonukleotid-Primer

Die Methode der PCR (polymerase chain reaction) ist ein Verfahren zur Amplifikation
beliebiger Nukleinsduren. Die DNA-Amplifikation erfolgte in Anlehnung an die
Protokolle von SAMBROOK et al. (1989). Das Prinzip beruht auf einer
Hitzedenaturierung eines zu amplifizierenden DNA- (bzw. RNA/DNA-) Doppelstrangs
mit anschlieBender Anlagerung von Oligonukleotid-Primern (15 - 30 bp) mit definierter
Sequenz. Diese synthetischen Oligonukleotid-Primer binden an den ihnen
komplementidren Sequenzen der Matrizen-DNA an und leiten die Amplifikation
(Polymerisation oder Elongation) des dazwischenliegenden Sequenzabschnitts ein.
Dabei erfolgt die Synthese des Stranges vom 3'-OH-Ende der Primer durch eine
hitzestabile DNA-Polymerase (Taq-Polymerase, Promega, Mannheim). Nach einer
erneuten Hitzedenaturierung beginnt der Zyklus von vorne. Auf diese Weise erreicht
man eine theoretisch exponentielle Amplifikation der durch die Primer flankierten
gewlinschten DNA-Sequenz. Als limitierender Faktor bei der PCR fungieren die

,,Verbrauchsmaterialien“, wie die dNTP’s und die Primer.
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Anzahl der Zyklen Denaturierung Annealing Polymerisation
1 94°C, 90s
30 94°C, 60s 62,5°C, 45s 72°C, 120s
1 94°C, 30s 62,5°C, 60s 72°C, 10min

Tab. 2-2: Maogliches Profil eines PCR-Programms (fiir o-Tubulinprimer).

Primerpaare fiir Annealingtemperatur
die Amplifikation von
a-Tubulin 62,5°C
y-Tubulin; Actin 61,9°C
y-Tubulin Vollldnge 56,9°C
Elongationsfactor-1* 54°C
Histon H4 53°C

Tab. 2-3: Annealingtemperaturen der untersuchten RNAs

Bei der PCR handelt es sich um ein theoretisch exponentielles Vermehrungssystem bei
dem es aufgrund der ,,Verbrauchsmaterialien“ zu einer Sattigung kommen kann.
Dadurch muss bei einer Quantifizierung der Produkte gewihrleistet sein, dass die PCR
im linearen Bereich verlduft.

Samtliche PCR-Experimente wurden in einem Thermozykler (Primus 25, MWG
Biotech, Ebersberg) durchgefiihrt. Dieser Thermozykler besitzt einen temperierbaren
Reaktionsraum, in dem die Proben platziert werden, und einen beheizbaren Deckel.
Dadurch wird die Kondensation der Proben am Deckel der PCR-Tubes verhindert.

Im Rahmen der Arbeit wurde die Gotaq® Flexi DNA-Polymerase (Promega,
Mannheim) und die TrueStart™ Taq DNA Polymerase (Fermentas St. Leon-Rot)
verwendet.

Die GoTaq” Flexi DNA-Polymerase wird mit zwei Reaktionspuffern geliefert, ein
griiner Gotaq  Reaktionspuffer und ein farbloser Gotaq  Reaktionspuffer. Bei
Verwendung des griinen Reaktionspuffers ist es moglich, nach der PCR die Probe direkt
auf ein Agarosegel aufzutragen, da hier schon das Glycerin (zum Absenken der Probe)

und die Farbstoffe (zum Verfolgen des Gellaufs) enthalten sind. Der Reaktionspuffer



Material und Methode 41

enthélt nur Glycerin, wodurch dieser z.B. fiir Fluoreszenzmessungen bei einer Real-
Time PCR eingesetzt werden kann.

Bei der TrueStart Taq DNA Polymerase handelt es sich um eine Hot Start DNA
Polymerase welche bei Raumtemperatur inaktiv ist. Diese wird erst wahrend des PCR-
Laufs beim Denaturierungsschritt bei 95°C aktiviert, somit kommt es nicht zur
unspezifischen =~ Amplifikation = von  Primer-Dimeren  oder  unspezifischen
Primerbindungen. Die TrueStart Taq DNA Polymerase wurde fiir die Amplifikation
der y-Tubulin Volllinge verwendet.

Die PCR-Reaktionen wurden in 12,5ul, 25ul bzw. 50ul Ansétzen durchgefiihrt. Nach
Pippetieren des Ansatzes wurde dieser gut durchmischt und kurz abzentrifugiert
(Centrifuge 5415C Eppendorf, Wesseling-Berzdorf). Nachdem der PCR-Block auf

94°C vorgeheizt war, konnten die Ansédtze in den Block gestellt werden.

Reaktionsansatz mit GoTaq" Flexi: 10ul 5x Gotaq“Flexi Puffer
(50ul Ansatz) (griin oder farblos)
6ul MgCl, (25mM)
4ul dNTPs (10mM)
0,5ul  Upstream Primer
0,5ul  Downstream Primer
0,25ul  GotTaq"” DNA Polymerase (5u/ul)
5ul Template DNA
27,75ul sddH,O

Reaktionsansatz mit TrueStart " : Sul 10x TrueStart™ Puffer
(50ul Ansatz) 4ul MgCl, (25mM)
4ul dNTPs (10mM)
0,5ul  Ustream Primer
0,5u1  Downstream Primer
0,25ul TrueStart DNA Polymerase (1,25 u/ul)
Sul Template DNA
30,75ul sddH,O

2.4.5.1 Oligonukleotid-Primer
Im Folgenden werden alle zur Verfiigung gestellten und verwendeten Primer aufgefiihrt.
Bei den a-Tubulin-Primern handelt es sich um umbenannte Primer (214 = Gollum; 212

= Saruman), die in der Arbeit von SCHRODER (2002) verwendet wurden. Die y-
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Tubulin-Primer wurden von SCHRODER entwickelt. In der Examensarbeit von
DEBUS (2004) wurden die Annealingtemperaturen fiir die PCR optimiert. Die
restlichen verwendeten Primer fiir Actin, Elongationsfakto-1a und Histon H4 wurden
im Laufe der Arbeit selbst entwickelt (s. Sequenzvergleiche Anhang). Die Primer fiir
die y-Tubulin-Volllinge wurden im Rahmen der Arbeit von OSTERTAG (2008)
entwickelt. Alle Primersynthesen wurden bei der Firma MWG-Biotech, Ebersberg in
Auftrag gegeben. Die Vektorprimer waren in den jeweilig verwendeten

Transformationskits enthalten.

Degenerierte a-Tubulin Primer:
Gollum: 5-AA(CT) TC(AGCT) CC(CT) TCC AT(ATCT) CC-3-
Saruman: 5-GG(AGCT) AA(AG) TA(CT) ATG GC(AGCT) TG(CT) TG-3"

Spezifische y-Tubulin Primer auf Nicotiana tabacum:
Frodo: 5-ATG TCA TGA GAA GGC TCC-3’
Bilbo: 5-CCT GAG TGG GAT CAA CTT-3’

Spezifische y-Tubulin Primer auf Nicotiana tabacum mit Ndel und Sal I —Schnittstelle:
gtub_fw 89 cDNA: 5'-CAG TAA AAA CAT ATG CCG AGA GA-3" Nde I-Schnittstelle
gTub _rev_ 1536 cD: 5-AGT AAG CTG TCG ACT AAA GAT AAC-3" Sal I —Schnittstelle

Spezifische Actin Primer auf Nicotiana tabacum:

Harry: 5’-TGC ATA TGT TGG TGA TGA AG-3’
Potter: 5'-ATG GCG ACA TAC ATA GCA G-3’
Degenerierte Histon H4 Primer auf Nicotiana tabacum:
H4 vorne deg: 5-G(AGCT) (AC)G(ACT) GG(ACT) AA(AG) GG(ACT) GG(AC)-3’
H4 hinten deg: 5-(AG)AC (AG)G(AC) GTC (AG)CG (AG)AT (AGC)AC (AG)-3’

Degenerierte Elongationfaktor-1a Primer auf Nicotiana tabcum:
NT elongla fw: 5-ATT GGT ACT GTC CCT GTT G-3°
NT elongla rev: 5-TGA GAT CCT TAA C(CT)G CAA C-3’

Vektorprimer fir pPGEM®-T-Vektor:
M13 uni: 5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3’
M13 reverse: 5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3°

Vektorprimer fiir pJET1/blunt-Vektor:
pJET1 forward: 5-GCC TGA ACA CCA TAT CCA TCC-3’
pJET1 reverse: 5’-GCA GCT GAG AAT ATT GTA GGA GAT C-3’
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2.4.5.2 Anfertigen einer PCR-Sittigungskurve

Die Bestimmung des Sattigungsbereichs der PCR wurde in Anlehnung an die Arbeit
KINOSHITA et al. (1992) durchgefiihrt. Die Markierung der Amplifikate erfolgte dabei
nicht-radioaktiv, sondern wurde nach dem Auftrennen in einem Agarosegel mit

Farbstoffen detektiert.

Dafiir wurden mehrere 12,5ul PCR-Ansétze fiir y-Tubulin, a-Tubulin, Actin, Histon H4
und Elongationsfactor-1a pipettiert. Nach 20 Zyklen wurde je ein PCR-Tube
entnommen, dann alle 5 Zyklen ein weiteres, bis zu insgesamt 50 Zyklen. Diese Proben
wurden bei -20°C eingefroren.

Von jedem Reaktionstube wurde ein Aliquot auf ein Agarosegel aufgetragen. Die
Intensitit der Banden wurde gemessen und der Sattigungsbereich der jeweiligen PCR-

Reaktion visuell bestimmt.

2.4.5.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wird zum Nachweis von Genen in Bakterien eingesetzt. Anstatt
isolierter cDNA werden die Bakterienkolonien direkt verwendet.

Dazu wurden zum fertigen PCR-Ansatz anstatt des Templates Bakterien in den Ansatz
gegeben, indem die Kolonien mit einer Sterilen Pipettenspitze ,,gepickt und im Ansatz
gelost wurden.

Durch die hohe Temperatur beim Denaturierungsschritt wird die Bakterien-Membran
zerstort. Die Nukleinsduren gehen in Losung, so dass sich die Primer anlagern und die
DNA-Polyymerase angreifen kann. Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich einfach und

schnell viele Klone nach einer Transformation zu iiberpriifen.

2.4.6 Restriktion von DNA

Um PCR-Produkte oder DNA im Allgemeinen gerichtet in einen Vektor zu ligieren
kann die DNA und der Vektor mit Restriktionsenzymen geschnitten werden. Damit die
y-Tubulin-Sequenz im Expressionsvektor pET-44a(+) iiberexpremiert werden konnte
war es notig den Vektor und die DNA-Amplifikat der y-Tubulin Volllinge mit den

gleichen Restriktionsenzymen zu schneiden.
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Die  y-Tubulin cDNA-  Volllingensequenz ~ wurde  mittels  spezifischer
Nukleotidsubstitutionen in den Oligonukleotide um zwei Schnittstellen ergénzt (s. Kap.
24.6.2).

Zur Expression eines unmodifizierten und C-Terminal um einen His-Tag erweiterten vy-
Tubulins war aufgrund ihrer Schnittstelle die Verwendung der Restriktionsenzyme Nde
I und Xho I durch den Vektor (s. Kap. 2.4.8.3) vorgegeben. Da die y-Tubulin-
Voéllangensequenz jedoch bereits zwei Xho I —Schnittstellen an den Positionen 285 und
494 (KAUTZ und SCHRODER, 2000) trigt, wurde das Amplifikat mit Sal I
geschnitten, da es moglich ist, einen mit Sal I geschnittenen Doppelstrang mit einem
Xho I geschnittenen Doppelstrang zu ligieren. Bei Sal I und Xho I geschnittenen
Doppelstriingen entstehen zueinander komplementire Uberhiinge, die dann wieder
ligiert werden konnen.

Zur Verwendung kamen die FastDigest™ Restriktionsenzyme (Fermentas, St. Leon-
Rot).

Die Restriktionsansitze wurden leicht gevortext und danach kurz abzentrifugiert, bevor
sie fiir je 15min bei 37°C im Thermocycler (Primus 25, MWGQG) inkubiert wurden. Ein
abschlieBender Inaktivierungsschritt bei 65°C bzw. 80°C fiihrte zur Inaktivitit der

Restriktionsenzyme.
Reaktionsansatz der Restriktion: 2ul 10x FastDigest Puffer
(PCR-Amplifikat in Subklonierungsvektor) 6,3ul  y-Tub in Subklonierungsvektor
1ul Nde I
Tpl Sal I
9,7ul  sdd H20
Reaktionsansatz der Restriktion: 2ul 10x FastDigest Puffer
(Uberexpressionsvektor) 4,3ul  pET-44a(+) Expressionsvektor
Iul Nde I
Il Xho I

11,7ul sdd H20

2.4.7 Aufreinigung von DNA
Mit Hilfe von Aufreinigungsverfahren konnen die Reaktionsbedingungen in einer
Losung neutralisiert werden, sofern es fiir die weiterfiihrenden Reaktionen notwendig

ist. Bei diesem Vorgang werden z.B. Enzyme, Salze und Primer-Dimere entfernt, um
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eine vermeintliche Fehlligation in Vektoren (z.B. von Primer-Dimeren oder
unvollstandigen Amplifikate) zu verhindern. Die Aufreinigung erfolgte entweder aus
dem Agarosegel, wobei die Banden ausgeschnitten wurden, oder aber aus dem PCR-
Ansatz direkt.

Fiir die Aufreinigung wurde das NucleoSpin“Extract II- Extraktionssystem (Macherey
& Nagel, Diiren) verwendet.

Dieses basiert auf einer Silika-Membran an der DNA unter Anwesenheit von
chaotropen Salzen bindet. Die Agenzien entziehen der DNA die Hydrathiille, wodurch
die DNA an die Silika-Membran binden kann. Dabei werden die kurzen DNA-Stiicke
(unter 65 Basenpaare) nicht gebunden, wie z.B. Primerdimere und unbenutzte Primer,
die bei einer anschlieBenden Ligation zu Falschinsertionen fithren kénnten. Durch
anschlieBende Waschschritte werden die Verunreinigungen (Agarose, Enzyme, Salze

und Farbstoffe) entfernt. Danach wird die DNA von der Silika-Membran eluiert.

Gel extraction PCR clean-up

1 Excise DNA fragment

3 Gollysia/ 200 4l HT/
Adjust binding conditions 100 mg o
160 i
s v
510 min

3 Bind DNA E‘

4 Wash silica membrane

1 min
1M000xg

E 600 uI NT3

1 min
11,000 x §

& Dry silica mambrane -

11,000 x g

& Ehte DHA 15-50 I HE
1 min AT
¥ min
1M000xg

Abb. 2-4: Ubersichtsschema iiber die Wirkungsweise und Versuchsdurchfiihrung des NucleoSpin®-

Extract II-Extraktionssystem (Quelle: Macherey & Nagel)

2.4.7.1 Aufreinigung aus dem Agarose-Gel

Nach einer Gelelektrophorese wurde auf dem UV-Tisch mit einem Skalpell die
gewiinschte DNA-Bande aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein
Eppendorfreaktionsgefd3 iiberfithrt. Auf das Gelstiick wurden pro 100mg Agarose
200ul NT-Puffer hinzugegeben. Die Probe wurde dann in einem Wasserbad bei 50°C
fiir 5-10min inkubiert und gelegentlich gevortext, bis die Gelstiicke vollstindig gelost
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waren. AnschlieBend wurde die Losung auf eine NucleoSpin-Saule aufgebracht und in
ein 2ml Reaktionsgefdl} in einer Eppendorfzentrifuge (1min; 11000x g) abzentrifugiert.
Dabei kam es zu einer Bindung der DNA an die Silika-Membran. Das Waschen der
Silika-Membran erfolgte mit 600ul NT3-Waschpuffer und Zentrifugation (1min;
11000x g). Die Silika-Membran wurde durch Zentrifugation (2min; 11000x g)
getrocknet. Zum Eluieren der DNA wurde die NucleoSpin-Siule auf ein neues steriles
1,5ml Eppendorfgefd3 gesteckt. Es wurden 15-50ul sddH,O auf die Membran
aufgegeben und nach Iminiitiger Inkubationszeit die DNA-haltige Losung
abzentrifugiert (Imin; 11000x g) und fir weitere Untersuchungen bei 4°C im

Kiihlschrank aufbewahrt.

2.4.7.2 Aufreinigung von Restriktionsverdau und PCR-Ansatz

Die Aufreinigung des Restriktionsverdau und direkt aus dem PCR-Ansatz erfolgte wie
unter 2.4.7.1 beschrieben, mit dem Unterschied, dass dem PCR-Ansatz das 2fache
Volumen von NT-Puffer zugegeben und die Losung anschlieBend auf die NucleoSpin-

Saule aufgetragen wurde.

2.4.8 Ligation

Die Voraussetzung fiir die Vermehrung von DNA-Fragmenten mit Hilfe von Bakterien
ist die Ligation in geeignete Vektorplasmide. Dabei kamen das pGEM®-T Vektor
System (Promega, Mannheim)und das Genelet  PCR Cloning Kit (Fermentas, St.
Leon-Rot). Dabei werden die Phosphodiesterbindungen durch eine T4-Ligase
katalysiert.

2.4.8.1 pGEM®-T Vektor System

Mit dem pGEM®™-T Vektor System ist es moglcih PCR-Produkte zu Klonieren. Dabei
liegt das Plasmid in linearisierter Form vor, da der pGEM®-T Vektor zuvor mit dem
Enzym EcoR V geschnitten wurde und am 3’-Ende ein Thymidin-Uberhang gebildet
wird. Durch diesen T-Uberhang an der Schnittstelle ist es mdglich, PCR-Produkte mit

einem Adenin-Uberhang unter Vermittlung einer T4-Ligase in den Vektor einzubringen
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und wieder zu rezirkularisieren. Dabei wird ATP als Co-Faktor fiir die Reaktion
verwendet.

Der Vektor besitzt ein Ampicillin-Resistenzgen, das den Bakterien mit dem
aufgenommenen Vektor die Moglichkeit gibt, auf Ampicillin-haltigem Medium zu
wachsen. Die Ligation erfolgt in die fiir die B-Galactosidase kodierenden Bereich (lacZ)

und erméglicht die Uberpriifung {iber Blau-WeiB-Selektion (s. Kap. 2.4.9.3.1).

Xmonl 1954
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Msil 112 §
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Abb. 2-5: pGEM®-T Vektor (Quelle: Promega, Mannheim)

Fiir die Ligation wurde ein Molaritdtsverhidltnis von 3:1 (Insert:Vektor) eingesetzt. Die
entsprechende Maenge des einzusetztenden Inserts konnte mit der nachfolgenden

Formel berechnet werden.

(ng Vektor x kb Insert) x gewiinschtem Insert/Vektor-Verhéltnis = ng Insert
kb Vektor

Ligationsansatz: Sul 2x Ligations-Puffer
1ul pGEM®™-T Vektor
xul PCR-Produkt
auf 10ul mit sdd H,O auffiillen

Der Ligationsansatz wurde auf Eis zusammenpipettiert und gemischt. Die Inkubation
erfolgte entweder fiir 1h bei 37°C oder iiber Nacht bei 4°C, bevor er fiir die

Transformation eingesetzt wurde.
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2.4.8.2 GeneJet PCR Cloning Kit

Als weiteres Klonierungskit kam das Genelet PCR Cloning Kit der Firma Fermentas
(St. Leon-Rot) zum Einsatz. Dies ermdglicht PCR-Produkte zu ligieren, die mit Pfu
DNA Polymerase, Tagq DNA Polymerase oder anderen temperaturstabilen DNA
Polymerasen amplifiziert wurden.

Der im Kit beinhaltete pJET1/blunt Vektor liegt linearisiert vor. Er ist fiir die Ligation
mit Blunt oder blunted PCR-Produkten geeignet. Die 5'-Enden der DNA auf der Vector
Cloning Site beinhalten phosphorilierte Gruppen. Dadurch kénnen Blunt-End PCR-
Produkte die mit Proofreading DNA-Polymerasen erstellt wurden direkt in den
pJET1/blunt Vektor ligiert werden. PCR-Produkte mit 3'-Adenin Uberhang die mit Taq
DNA-Polymerasen erstellt wurden miissen erst mit dem im Kit vorliegenden DNA
Blunting Enzym geblunted werden.

Die Selektion der transfomierten E. coli Zellen erfolgt iiber einen Lethal-Faktor (s. Kap.
2.4.9.3.2) der im linearisierten Vektor enthalten ist. Es konnen nur die E. coli wachsen

die dasPlasmid mit Insert aufgenommen haben, da das Insert den Lethal-Faktor zerstort.

Eco1300
Ncol
BzulS)

pJET1/blunt
328 bp

L Y .

Abb. 2-6: pJET1/blunt Vektor

Im Rahmen der Arbeit wurden nur DNA Polymerasen verwendet die einen Adenin-
Uberhang erzeugen, daher musste vor der Ligation das PCR-Amplifikat geblunted

werden.

Ansatz der Blunting Reaktion: 10ul  2x Reaktionspuffer
1-2ul  PCR-Produkt
Il DNA Blunting Enzym
auf 17ul mit sdd H,O auffiillen
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Nach dem Vortexen erfolgt eine Inkubation fiir Smin bei 70°C bei der die Adenin-
Uberhiinge entfernt wurden. Danach wurde der Ansatz direkt auf Eis gestellt und der
Vektor und die T4 DNA-Ligase zugegeben und anschlieBend fiir Smin bei 22°C
inkubiert.

Ansatz der Ligation: 1l pJetl/blunt Vektor
Il T4 DNA Ligase

2.4.8.3 pET-44a(+)-Vektor

Der pET-44a(+)-Vektor der Firma Novagen (Nottingham, UK) ist ausgelegt fiir
Klonierungen und hohe Expression von Peptid-Sequenzen. Der Translationsvektor
verfiigt liber einen starken Bakteriophagen-T7 Promotor. Der Vektor codiert einen
zusdtzlichen His-Tag, der aufgrund der Schnittstellenwahl (Nde I und Sal I) die
eingefligte y-Tubulin-Sequenz um einen (His)s-Tag am C-Terminus erweitert. Durch
die Anlagerung des His-Tag ergibt sich im Anschluss an die Uberexpression die

Moglichkeit der Aufreinigung.
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Abb. 2-7: pET-44a(+)-Vektor
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2.4.9 Klonierung

Die direkte Aufnahme von DNA-Molekiilen in die Zelle und die stabile Weitergabe
dieser aufgenommenen Information wird Transformation genannt. FEinige
Bakterienstimme besitzen eine natiirliche Kompetenz. Diese sind in der Lage die im
umgebenden Medium freie vorhandene DNA aufzunehmen.

Die E. coli Stimme die im Rahmen der Arbeit verwendet wurden besitzen keine
natiirliche Kompetenz, konnen aber durch verschiedene Methoden kompetent gemacht
werden. Die hier verwendeten Verfahren basieren auf der CaCl,-vermittelten Aufnahme

von Plasmid-DNA durch Bakterien

2.4.9.1 Herstellung von kompetenten Bakterien

2.4.9.1.1 Kompetente XL 1-Blue MRF’-Zellen

Die XL 1-Blue MRF’-Zellen standen aus Dauerkulturen zur Verfiigung. Von einer liber
Nacht angezogenen Bakterien-Plattenkolonie wurde das Material in 100ml SOB-
Medium iiberimpft, in einem Schiittelwasserbad (GFL 1086, GFLmbh, Burgwedel) bei
37°C und 100rpm herangezogen, bis ein ODgoo-Wert von 0,5 erreicht wurde. Dann
wurden die Bakterien in ein 250ml Zentrifugen-Roéhrchen (Beckman-Coulter, Krefeld)
iiberfiihrt und 10min auf Eis inkubiert. Im Anschluf3 erfolgte eine Zentrifugation bei
7000x g, 4°C fiir 10min (Beckmann J2-21, Rotor JS 13.1). Das Pellet wurde fiir eine
Minute getrocknet und dann mit 20ml eiskaltem TFB-Medium resuspendiert. Nachdem
die Suspension 30min auf Eis inkubierte wurde sie erneut bei 7000x g, 4°C fiir 10min
zentrifugiert. Im Anschlu wurde das Pellet in 2-4ml TFB-Medium gelost und fiir

30min auf Eis inkubiert. Danach waren die Bakterien fiir die Transformation einsetzbar.

2.4.9.1.2 Kompetente DHSa- und BL21-Zellen

Aus zur Verfiigung stehenden Dauerkulturen von DHS5a- und BL-21-Zellen wurde von
einer iiber Nacht angezogenen Bakterien-Plattenkolonie (LB-Medium, 10mM MgCl,)
das Material fiir 4-5h in 100ml TYM-Broth-Medium in einem Schiittelwasserbad (GFL
1086, GflmbH, Burgwedel) bei 37°C und 100rpm angezogen. Bei Erreichung eines
ODgpo-Werts von 0,8-0,9, wurden die Zellen fiir 10min bei 3000x g und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 40ml eiskaltem Tfb [-Medium vorsichtig

resuspendiert und fiir 20min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine
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Zentrifugation fiir 8min bei 3000x g , 4°C und das Pellet wurde in Tfb II-Medium
resuspendiert. Hiervon wurden Aliquots von je 50ul auf in fliissigem Stickstoff
vorgekiihlten 1,5ml Reaktionsgefdflen eingefroren und anschlieBend bei -80°C gelagert,

oder konnten fir die Transformation verwendet werden.

2.4.9.2 Transformation

Zu 100ul kompetenten Bakterien wurde 2ul Ligationsansatz hinzugegeben und fiir
30min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 60sec, bei dem
die Bakterien die Plasmide aufnahmen. Dieser Behandlungszeitraum durfte nicht zu
lang gewidhlt werden, da es sonst zu einem Absterben der Bakterien fiihren kann. Nach
dem Hitzeschock wurden die Bakterien direkt auf Eis abgekiihlt. Nach zwei Minuten
wurden 900ul SOC-Medium zugegeben und bei 37°C fiir 90min in einem
Schiittelwasserbad (150rpm) inkubiert.

Danach konnten die Bakterien auf Selektivplatten ausgestrichen werden, um die
Transformation zu liberpriifen. Dort konnten nur Bakterien wachsen die ein Plasmid mit
der entsprechenden Antibiotikaresistenz aufgenommen hatten. Bakterien die z.B. den
pGEM®-T Vektor aufgenommen hatten konnten auf einem Selektivmedium mit

Ampicillin-Zugabe wachsen.

2.4.9.3 Selektion der Transformanten

Alle im Rahmen der Arbeit verwendeten Vektoren besitzen ein Gen fiir die
Ampicillinresistenz, wodurch auf LB-Amp-Medien nur diejenigen Bakterien wachsen,
welche durch Transformation einen Vektor aufgenommen haben. Allein anhand des
Wachstums auf einem ampicillinhaltigen Medium kann keine Aussage getroffen
werden, ob das Insert aufgenommen wurde. Um Kolonien mit rekombinanten von
nichtrekombinanten Plasmiden zu unterscheiden, konnten weitere Selektionen
angewendet werden.

Klone, die aus Transformation mit dem Vektor pET-44a hervorgingen, konnten nicht
iiber zusitzliche Selektion unterschieden werden. Daher wurde iiber Kolonie-PCR

ermittelt ob die Zellen ein Plasmid mit Insert trugen.
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2.4.9.3.1 Blau-Weil-Selektion

Bei dem Vektor pGEM®-T handelt es sich um einen zur Blau-WeiB-Selektion fahigen
Vektor. Die LB-Amp-Platten wurden hierzu zusdtzlich mit 100ul IPTG (Stammldsung
200g/ml; BTS-Biotech Trade& Service GmbH, St. Leon-Rot) und 100ul X-Gal
(Stammlosung 20mg/ml; Roth, Karlsruhe) versetzt, um eine Blau-WeiB3-Selektion der
Transformanten zu ermoglichen. Zur Erkennung, ob der Vektor das Fragment
aufgenommen hat, dient das B-Galactosidase-Gen lacZ. Der Einbau eines Inserts erfolgt
innerhalb dieses lacZ-Gens. Dadurch kann keine funktionsfahige B-Galactosidase mehr
gebildet werden. Das IPTG dient als Induktor der B-Galactosidase, deren Aktivitit auf
Platten durch den Indikator X-Gal (5-Bromo-4-chlor-3-indolyl-pB-D-Galaktosid) direkt
nachweisbar ist. Die funktionsfdhige B-Galaktosidase spaltet den farblosen Indikator
unter Freisetzung des blauen Farbstoffes 5,5 -Dibromo-4,4"-Dichloro-Indigo. Bakterien,
die ein Plasmid ohne Insert aufgenommen habe, bilden daher auf Platten mit X-Gal
blaue Kolonien. Bei ungefdrbten Zellen ist die B-Galaktosidase nicht funktionsfahig.
Dadurch bleiben diejenigen Kolonien, die rekombinante Plasmide tragen, in der Regel

auf Platten mit X-Gal weibB.

2.4.9.3.2 Selektion iiber Lethal-Faktor

Beim pJET1/blunt-Vektor handelt es sich um einen positiven Selektionsvektor. Dadurch
wachsen nur Bakterien die das rekombinante Plasmid mit dem Insert aufgenommen
haben. Bakterien die den rezirkularisierten pJET1/blunt-Vektor ohne Insert
aufgenommen haben exprimieren eine lethale Restriktions-Endonuklease nach der
Transformation und konnen somit nicht wachsen. Durch den Einsatz des Lethalfaktors

kann diese Kontrolle auf normalen unbehandelten LB-Amp-Platten erfolgen.

2.4.9.4 DNA-Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung mussten 170-350ng PCR-Produkt in die Sequenzierreaktion
eingesetzt werden. Um das dazu notwendige Probenvolumen [ul] abschdtzen zu
konnen, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese mit 1, 2 und 3ul PCR-Produkt
(amplifiziert mit Vektorprimern) durchgefiihrt. Die Proben wurden mit sddH,O auf 10ul
aufgefiillt und mit jeweils 2,5ul Auftragspuffer versetzt. Zusitzlich wurde eine

Positivkontrolle mit definierten DNA-Gehalt auf das Gel aufgetragen. Durch Vergleich
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der Signalstdrke der einzelnen DNA-Banden konnte das benétigte Probenvolumen fiir
die Sequnezierreaktion abgeschdtzt werden. Dieses wurde in den vorbereiteten
Sequenzieransatz pipettiert und {liber PCR amplifiziert. Das Amplifikat wurde

anschlieBend zur Sequenzierung bei der Firma Genterprise eingereicht.

Sequenzier-Reaktion: x pul Matritzen-DNA
Ipl Primer (10pmol/ul)
2ul Big-Dye-Premix Version 3.1
2 ul 5x Sequenzing Puffer Version 3.1
auf 10ul mit sddH,O

2.4.10 Proteinexpression von y-Tubulin in E. coli und Induktion der Protein-
iiberexpression

Im Rahmen der Staatsexamensarbeit von OSTERTAG (2008) wurde eine y-Tubulin-
Volldnge in einem Expressionsvektor iliberexprimiert, die zuvor in der PCR mit
spezifischen Resrtiktionsschnittstellen amplifiziert wurde. Nach einer Ligation das
Amplifikats in den pJET/blunt-Vektor wurde der Vektor in DH5a Zellen eingebracht.
Nach anschlieBender Plasmidextraktion wurde der Vektor mit den Restriktionsenzymen
Nde I und Sal I geschnitten. Der pET-44(+) Vektor wurde nach Transformation in
DH5a Zellen und anschlieBender Vermehrung extrahiert und mit den
Restriktionsenzymen Nde I und Xho I geschitten.

AnschlieBend wurden das geschnittene PCR-Amplifikat und der Vektor pET-44(+)
ligiert und in DH5a Zellen zwischentransformiert, bevor nach einer Plasmidextraktion
die Transformation in die BL21 (DE3) Zellen erfolgte, welche das endgiiltige

Uberexpressionssystem darstellten.

Eine Ubersicht zur heterologen Expression des y-Tubulins in einem Expressionsstamm

zeigt das nachfolgende Schema (s.Abb. 2-8).
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REVERSE TRANSERIPTION DES
G-R:‘:.—'L—E}LTR.-!I;TE VO BY-2

PCE. ZUR AMPLIFIEATION DER
':-'-T-.-?l-'-.-__:l‘\'-llDFA-'I.-'C'_'_L.U\'GEF’:EQL'EIN'I
(eTUS_FWw_80_cDNA, cTUE_XEV_1536_cDNA)

LIGATION DES AMPLIFIEATS
IN DEN PIET 1/BLUNT VEETOR
TRANSFORMATION DES

TRANSFORMATION DT DHSA FET-444(+) "-.-'E_K'[C)R:': N DHS5A

PLASMIDEXTRAKTION PLASMIDEXTRARTION

BESTRIETION MITTELS MOE I UND SAL I RESTRIETION MITTELS NDE T UND ME0 T
LizATION
TRANSFORMATION 27 DHSA

PLASMIDENTRARTION
T:R.L\'S:EDFJL—‘C:C?N:KBL]I (DE3)
INDUKTION DER. EXPRESSION
Abb. 2-8: Schema der Klonierung zur Heterologen Genexpression. Auf die zwischendurch

notwendigen Nukleinsdure-Aufreinigungsschritte wurde aufgrund der

Ubersichtlichkeit verzichtet (OSTERTAG, 2008)

Die Induktion erfolgte durch Zugabe von 200ul einer 1 mol/l konzentrierten IPTG-
Losung zu der mit pET-44a(+) transformierten BL21(DE3) E. coli-Kultur.
Nach einer Inkubation von 3 Stunden bei 37°C und 150 rpm im Schiittelwasserbad

wurden die Bakterien aus der Suspension isoliert und mit der Proteinisolation begonnen.

2.5. Proteinbiochemischer Teil

2.5.1 Herstellung eines polyklonalen Antikorpers gegen y-Tubulin

Zur Gewinnung eines Antikorpers aus einem Tier, wird ein Antigen, z.B. in Form einer
Proteinsequenz, in das Kaninchen gespritzt. Das Antigen 16st die Bildung von
Antikdrpern aus. Zucker und Nukleinsduren sind dazu nicht geeignet, da deren
Antigenitit schwach bis mittel ist. Proteine oder Substanzen mit einem MG < 5kd sind
selten antigen. Um die Bildung von Antikdrpern auszuldsen, miissen Peptide oder

kleinere Molekiile daher an einen Trager gekoppelt oder zu hochmolekularen Addukten
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vernetzt werden. Als Trager dienen BSA oder das Glycoprotein KLH (keyhole limpet
hemocyanin) (REHM, 2002)

Polyklonale Antikorper lassen sich durch mehrfache Immunisierung von z.B.
Kaninchen erzeugen. Damit steht ein wichtiges Werkzeug fiir den Nachweis des
Antigens mittels immunologischer Methoden, beispielsweise immunochemischer
Proteinnachweis im Rahmen des Western-Blots, zur Verfiigung.

Im Verlauf der Arbeit sollte ein Antikorper gegen pflanzliches y-Tubulin entwickelt
werden. Aufgrund der Untersuchungen von SCHLAG, 2002 wurde der vy-B-
Peptidbereich von y-Tubulin zur Immunisierung eingesetzt. Ein weiterer eingesetzter
Peptidbereich war die von JOSHI definierte pflanzliche Sequenz die auch schon von
DIBBAYAWAN (2001) verwendet wurde. Bei beiden Sequenzen handelte es sich um
Bereiche die pflanzenspezifisch sind und somit auch nur pflanzliches y-Tubulin

detektieren sollten.

2.5.1.1 Polyklonaler Antikorper gegen pflanzlichen y-B-Peptid-Bereich aus
v-Tubulin

Zur Immunisierung weiblicher Kaninchen, Rasse weifle Neuseeldnder, wurde eine von
der Firma Biosynthan, Berlin hergestellte Proteinsequenz (y-B-Peptid-Bereich;
SSYARTKEASQAKY, s. SCHLAG, 2002) als Antigen eingesetzt. Da die
Proteinsequenz aus 14 AS bestand, wurde das Peptid an einen Triger FID 33
(Eurogentec, Koln), mit der Sequenz FIDAVWKCVTPFIDAVWKT, gekoppelt. Als
Kopplungsreagenz diente dabei 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC)
(Sigma, Taufkirchen). Nach Abnahme von Blut zur Herstellung von Praimmunserum,
erfolgte die Immunisierung insgesamt dreimal im Abstand von vier Wochen. Die
gleichzeitige Verabreichung des Antigens mit Freud'schem Adjuvans (Sigma,
Taufkirchen) garantierte dabei einen besonders hohen Antikorpertiter, da es eine
verlangsamte Freisetzung des Antigens und eine verstirkte Immunantwort auslost.

Die Kopplungsreaktion und das Immunisieren des Kaninchens wurden von Frau Dr.
Diehl-Seifert aus der Arbeitsgruppe W.E.G. Miiller, Physiologische Chemie, Johannes
Gutenberg-Universitit, Mainz durchgefiihrt.

Vor der ersten Immunisierung wurden 180ul Kopplungsansatz (160ug Peptid) mit
250ul PBS-Puffer verdiinnt und mit 450ul Freud'schen Adjuvans (300ul complete +

150pul incomplete) emulgiert und dann an ca. 10 Stellen subkutan injiziert.
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Fiir die beiden folgenden Immunisierungen wurde der gleiche Ansatz wie beim ersten
Immunisieren gespritzt. Jeweils 10-12 Tage nach der zweiten bzw. dritten
Immunisierung wurde dem Kaninchen Blut aus der Ohrvene entnommen. Dieses Blut,
wie auch das Pridimmunserum, wurde zur Serumzubereitung eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Nach einer weiteren einstiindigen Inkubation auf Eis wurde S5min bei
3000rpm (Hettich Universal 14A, Unterschleissheim) zentrifugiert. Anschlieend lief3
sich das Serum von den geronnenen Blutbestandteilen trennen und wurde bei -20°C
gelagert.

Es wurden zwei Durchginge von Immunisierungen durchgefiihrt. Die erste
Immunisierung erfolgte mit einem Kaninchen (KN 334). Die zweite Immunisierung,
mit dem gleichen Peptid, wurde mit zwei weiteren Kaninchen (KN 340, KN 341)
durchgefiihrt.

2.5.1.2 Polyklonaler Antikorper gegen pflanzenspezifische JOSHI-Domiine

Ein weiterer Antikorper gegen pflanzliches y-Tubulin, mit der Peptidsequenz
CEDFATQGGDRKDVFFY, wurde bei der Covalab (Lyon, Frankreich) mit der
Referenznummer COR 1099 in Auftrag gegeben. Hierbei wurde ein von JOSHI et al.
(1992) definierter Peptidbereich (Joshi-Peptidbereich) ausgewihlt, wobei drei, zu den
Pflanzen abweichenden, Aminosduren gegen pflanzenspezifische ausgetauscht wurden.

Nach dem Testen von fiinf vorab zugesandten Pradimmunseren wurden die Kaninchen

KN714 und KN746 immunisiert.

2.5.1.3 Antikorperaufreinigung des y-B-Peptid Antikorpers von Kaninchen
KN 340 und KN 341 mittels EAH-Sepharose

Die Antikorperaufreinigung erfolgte iiber eine Affinitits-Chromatographie. Dabei wird

das Peptid gegen welches der polyklonale AntikOrper aufgereinigt werden soll {iber

einen Abstandshalter (Spacer) an eine Matrix gekoppelt. Dabei bleiben die

Bindungseigenschaften des Liganden erhalten und die derivatisierte Matrix bindet

selektiv den gesuchten Antikorper.
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2.5.1.3.1 Kopplung der y-B-Peptid-Sequenz an EAH Sepharose 4 B

Die Herstellung der y-B-Peptid-Affinitits-Séule wurde nach der Carbodiimid-Methode
durchgefiihrt. Dabei wurde die Carboxylgruppe des y-B-Peptids unter Verwendung des
Carbodiimids 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) an
die Aminogruppe der EAH-Sepharose 4 B (Amersham Biosciences, Freiburg) unter
Ausbildung einer Peptidbindung gekoppelt. Die Kopplungsreaktion erfolgte nach dem
Protokoll der Firma Amersham Biosciences. Dazu wurde das bereits vorgequollene
Sdulenmaterial mit Hilfe einer Nutsche iiber einen Glasfilter (G3) mit 80 ml 0,5 M NaCl
pro ml Sdulenmaterial gewaschen. Der Ligand (y-B-Peptid) (10mg/ml) wurde in
Coupling Solution (sddH,O; pH 4,5) geldst. Danach wurde die Ligandenldsung auf die
Matrix in einem Verhdltnis Matrix : Ligandenlosung = 1:1 aufgebracht und das
Carbodiimid in Pulverform bis zu einer Endkonzentration von 0,1M zugegeben. Zur
Kopplungsreaktion wurde das Sdulenmaterial in ein Falkon-Réhrchen gegeben und
unter leichtem Schwenken fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde der
pH-Wert tiberpriift und bei Bedarf wieder auf pH=4,5 eingestellt. Danach erfolgte die
weitere Inkubation {iber Nacht in einem Kiihlraum bei 4°C.

Nach Beendigung der Kopplungsreaktion wurde die Matrix griindlich gewaschen, um
alle nichtgebundenen Liganden zu entfernen. Das Waschen erfolgte in drei Zyklen mit
jeweiligen Wechsel des pH-Wertes unter Verwendung Na-Acetat-Puffer (0,1M Na-
Acetat, 0,5M NaCl, pH 4,0) und Tris/HCI-Puffer (0,1M Tris-HCI, 0,5M NacCl). Bei
jedem Waschschritt wurden 40 ml der jeweiligen Losung verwendet, das Sdulenmaterial
wurde kurz geschwenkt und zur Sedimentation 3 min bei 30 x g in der Rotofix II Typ
2900 (Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert. Zum Schlul wurde das Material 3 x mit H,O
gewaschen und bei 4°C gelagert.

2.5.1.3.2 Durchfiihrung der Antikorperaufreinigung von Kaninchen KN 340
und KN 341

Zur Antikorperaufreinigung der KN 340 und KN 341 wurde das Serum 1:1 mit der

Solution 1 gemischt. Das verdiinnte Serum wurde zu der EAH Sepharose in einem 5ml

Hamolysis Reaktionsgefa3 gegeben und fiir eine Stunde bei 37°C und dann bei 4°C

iiber Nacht unter Schiitteln inkubiert. Das Sepharose-Serum-Gemisch wurde in eine

leere PolyPrep 50-Siule (Biorad, Miinchen) gegeben und der Uberstand der Siule

verworfen. Danach wurde die Sdule mit 15ml Solution 2 und dann mit 30ml Solution 1
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gesplilt. Die optische Kontrolle der durchlaufenden Solution 1 sollte im Anschlu3 bei
280nm unter 0,002 sein. Wenn der Wert nicht kleiner als 0,002 war, musste noch mal
mit 20ml Solution 1 gewaschen werden.

Fiir die Elution wurden 6-8 Eppendorfreaktionsgefifle mit 200ul Solution 4 vorbereitet.
Die Elution erfolgte unter Zugabe von 5ml Solution 3 auf die Sdule. Es wurde 1ml des
Eluats pro Eppendorfreaktionsgefafles aufgefangen.

Durch anschlielende Photometrie bei 280nm konnten die Fraktionen ermittelt werden,
die Antikorper enthielten.

Die Regeneration der Sdule erfolgte durch Zugabe von 10ml Solution 5. Dabei sollte der
pH-Wert der ablaufenden Sédule 7 sein. Die Aufbewahrung der Sidule fiir weitere

Versuche erfolgte in 1:10 verdiinnter Solution 1 bei 4°C.

Solution 1 (1x PBS): NaCl 137mM
KCl 2,7mM
NazHPO4 X 2H20 8mM
KH2P04 l,SmM

Solution 2: 1x PBS
Tween 20 0,1%

Solution 3: Glycin 0,1M
pH3

Solution 4: Tris/HCI M
pH 8

Solution 5: 1x PBS
Na-Azid 0,02%

2.5.1.4 Nachweis von potentiellem y-Tubulin im Western-Blot

Fiir den Nachweis von potentiellem y-Tubulin im Western-Blot wurde ein
Proteinextrakt von BY-2 Zellen auf einem Gel aufgetrennt (s. Kap. 2.5.4) und auf
Western-Blot Ebene (s. Kap. 2.5.5. ff) mit den entsprechenden Antikérpern versucht das
y-Tubulin zu detektieren. Dafiir wurden verschiedene Antikorperkonzentrationen des
neu entwickelten polyklonalen Antikorpers (1:250; 1:2500; 1:25000), sowie das

Priimmunserum als Negativkontrolle, getestet.
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2.5.2 Aufschluss des Pflanzenmaterials

Das tiefgekiihlte Pflanzenmaterial bzw. die Bakterien wurden in einem auf Eis und mit
fliissigem Stickstoff vorgekiihlten Morser homogenisiert und anschliefend in ein 1,5ml
Eppendorfreaktionsgefal tiberfiihrt und mit 1ml eisgekiihltem Aceton dispergiert. Daran
schloss sich eine Féllung fiir 20min auf Eis an. Nach einer Zentrifugation des
Homogenisats fiir 10min bei 4000rpm (Sigma 202 MK, Rotor 12043) und 4°C wurde
der Uberstand abgenommen, und der Wasch- bzw. Fillungsschritt wiederholt und das
Pellet im Anschluf3 getrocknet. Die nun folgenden Schritte konnten bei RT durchgefiihrt
werden.

Eine Fillung mit Aceton war nétig, da bei einer Extraktion ohne Aceton eine
Doppelbande, die als Artefakt angesehen werden kann, auf der Western-Blot Ebene
detektiert werden kann (vgl. PIRRUNG, 1999; HELLMAN, 1995 und SIPPEL, 2002).
Normalerweise wird durch die vorangehende Acetonfillung das Chlorophyll von
Pflanzen aus dem Extrakt entfernt.

Das getrocknete Pellet wurde dann in Denaturierungspuffer resuspendiert. Dabei wurde
bei der BY2-Zellkultur (Erhaltungskultur mit Auxin) ein Verhéltnis von 400ul
Denaturierungspuffer (380ul+20ul 2-Mercaptoethanol) auf 200mg Frischgewicht
gewdhlt und bei der auxinfreien Kultur ein Verhéltnis von 200ul Denaturierungspuffer
(190ul+10ul 2-Mercaptoethanol) auf 200mg Frischgewicht (Sippel, 2002), da bei den
Proben mit elongierten Zellen mehr Wasser eingelagert ist und der Proteingehalt sehr
gering ausfallen wiirde.

Bei den Stadien der SRI-Pflanze und des 2. Gersteblatts wurden auf 200mg
Frischgewicht 200ul Denaturierungspuffer verwendet.

Bei dem Denaturierungspuffer handelte es sich um einen Puffer nach LAMMLI (1970).
Das Homogenisat wurde kurz gevortext (Reax 2000, Heidolph, Kehlheim) und im
Wasserbad bei 95°C fiir Smin aufgekocht. Danach wurde fiir 30min bei 13000rpm
(Biofuge A, Heraeus, Hanau) zentrifugiert, damit die unldslichen Zellreste pelletieren.
Der Uberstand wurde in 1,5ml EppendorfreaktionsgefiBle iiberfiihrt. Der Proteinextrakt

konnte bei 4°C fiir mehrere Wochen aufbewahrt werden.

Denaturierungspuffer: Tris 62,5mM
SDS 2% (W/v)
2-Mercaptoethanol 10% (v/v) separat zugeben
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2.5.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt einer Probe kann durch die von BRADFORD (1976) beschriebene
Methode, unter Verwendung des Bio-Rad Protein Assays (Bio-Rad, Miinchen)
gemessen werden. Das Bio-Rad Protein Assay basiert auf einer Farbreaktion von
Coomassie Brilliant Blue G-250. Der Farbstoff bindet an die Aminosdurereste der
Proteinketten an. Im Assay liegt er in kationischer, roter Form vor und zeigt ein
Absorptionsmaximum bei 465nm. Durch die Bindung an Proteine wird seine

anionische, blaue Form stabilisiert, deren Absorptionsmaximum bei 595nm liegt.

Fiir eine Proteinbestimmung ist ein geeignetes Puffersystem notwendig, da die
Nachweisreaktion mit Coomassie Brilliant Blue G-250, durch z.B. SDS und 2-
Mercaptoethanol, stark beeinflusst werden kann. Dabei liegt die kritische Konzentration
fiir SDS bei 0,1% (w/v) und fiir 2-Mercaptoethanol bei 1M. Deshalb mussten die
Proteinextrakte mit ddH,OWasser auf eine Verdiinnung von 1:1000 (10ul
Proteinextrakt auf 10ml ddH,O) gebracht werden.

Fir die eigentliche Messung wurden 200ul Proteinassay in einer Halbmikrokiivette
(Greiner Labortechnik, Niirtingen) vorgelegt und mit 800ul der verdiinnten Losungen
vermischt. Nach fiinf Minuten konnte bei einer Wellenlinge von 595nm im
Spectrophotometer (Typ U-1100, Hitachi) die Extinktion gemessen werden. Als
Nullwertabgleich wurde der Denaturierungspuffer mit einer Verdiinnung von 1:1000

verwendet und genau wie die Proteinproben gemessen.

2.5.3.1 Bestimmung des Proteingehalts

Der Proteingehalt in pg/ul wurde anhand einer Eichgerade (s. Abb. 2-9) die im Rahmen
der Arbeit aus einer BSA-Verdiinnungsreihe erstellt wurde, ermittelt. Aus der
Regressionsgeraden wurde eine Geradengleichung erstellt, durch deren Steigung der

Proteingehalt berechnet werden kann.



Material und Methode 61

0,35

0,30 4
0,25 4 °

0,20 - y =0,037x

0,15 4

Extinktion 595nm

0,10 4

0,05

0,00

0 2 4 6 8 10
BSA [ug/ul]

Abb. 2-9: Eichgerade zur Berechnung des Proteingehalts

y=mx+b y = Extinktion Esos
m = Steigung = 0,037
b = y-Achsenabschnitt = 0

x = Proteinkonzentration [pg/pl]

— x [pg/pl] = (y * 1000)/(m * 800) 1000 = Verdiinnungsfaktor
800 = Probeneinsatz

2.5.4 SDS-Gelelektrophorese von Proteinen

Proteine binden die Seife SDS (Sodiumdodecylsulfat) zu negativ geladenen SDS-
Proteinkomplexen mit konstantem Ladungs-zu Masse-Verhéltnis. SDS denaturiert die
Proteine, besonders nach vorheriger Reduktion mit Mercaptoethanol und unterbindet
die Protein-Protein-Wechselwirkungen (Quartirstrukturen). Die SDS-Protein-Komplexe
von verschiedenen Proteinen unterscheiden sich dadurch nur noch in ihrer Grofe.

Zur Auftrennung wurde die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
verwendt. Dabei handelte es sich um ein diskontinuierliches Tris/HCI-Puffersystem aus
Sammel- und Trenngel, welches auf einem nach LAMMLI (1970) modifizierten System
basiert. Der Vernetzungsgrad und die damit verbundene Porenweite wird durch die
Konzentration an Acryl-/Bisacrylamid und dem beiden Verhéltnis der Vernetzer
zueinander bestimmt. Die Polymerisation erfolgt durch die Zugabe des Radikalbildners
Ammomiumpersulfat (APS) und des Katalysators N,N,N",N"-
Tetramethylethylendiamin (TEMED).
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2.5.4.1 Molekulargewichtsmarker fiir SDS-Gelelektrophorese
Um eine Aussage iiber die einzelnen Proteinbanden machen zu konnen, wurden

Markerproteine mit definiertem Molekulargewicht in der SDS-Page eingesetzt.

Bei dem hier verwendeten Marker handelte es sich um Roti-Mark Standard der Firma

Carl Roth in Karlsruhe.

Markerprotein Mr [kDa]
wine Myosin, beef 200
- B-Galaktosidase, rec E.coli 119
- Serumalbumin, beef 66
- Ovalbumin, Chicken 43
- Carbonic Anhydrase 29
Trypsin inhibitor, Soja 20
Lysozym, Chicken 14,5

Abb. 2-10: Roti®-Mark Standard

2.5.4.2 Herstellung der Gele

Die Gele wurden in einer Gieflvorrichtung Mini-Protean II Dual Slab Cell (Bio-Rad,
Miinchen) angefertigt. Durch die GieBvorrichtung war das Gielen von zwei Gelen mit
der Dimension 85mm x 73mm moglich. Entsprechend der Anleitung von Bio-Rad
wurden die Kammern zusammengesetzt und in die GieBvorrichtung eingespannt. Bei
den in der Arbeit verwendeten Gelen handelte es sich um 4%ige Sammel- und 10%ige
Trenngele.

Fiir das Trenngel (s. Tab. 2-4) wurden 5ml Trenngellosung in die Sandwich-Kammer
gegossen und dann mit 20%igem FEthanol iiberschichtet. Ethanol trennt den die
Polymerisation hemmenden Luftsauerstoff vom Reaktionsgemisch. Nach 30 Minuten
war das Trenngel polymerisiert und wurde mit Sammelgellosung iiberschichtet. In die

Sammelgellosung wurde vor dem Auspolymerisieren ein Probenkamm eingesetzt.
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Trenngel 10% Sammelgel 4%
ddH,O 4,0 5,98
1,5M Tris/HCI [ml] 2.5 /
0,5M Tris/HCI [ml] / 2,5
30% Acryl-/Bisacrylamid [ml] 3,33 1,33
10% SDS [ml] 0,1 0,1

15 Minuten im Vakuum oder 7-10 Minuten im Ultraschallbad entgasen

10 % APS [ul] 60 80

TEMED [pl] 5 10

Tab. 2-4: Pipettierschema der Gellésungen fiir 2 Gele.

Stammldsungen:
Tris/HCI-Puffer: I,’M pH=38,_8
Tris/HCI-Puffer: 0,5M pH=6,8
Acryl-/Bisacrylamidlosung: 30% (w/v) (29,2% Acylamid+0,8% Bisacrylamid)
SDS-Lésung: 10% (w/v)
APS-Losung: 10% (w/v)
TEMED

Die APS-Losung wurde ausschlieBlich aus der Tiefkiihlreserve verwendet, ansonsten
musste sie immer frisch angesetzt werden. Um die Losungen einen ldngeren Zeitraum
verwenden zu konnen, wurden sie mit Ausnahme der SDS-Stammldsung im

Kiihlschrank aufbewahrt.

2.5.4.3 Probenvorbereitung und Durchfiithrung der SDS-Gelelektrophorese

Fiir die SDS-Page wurden in der Regel 15ug Gesamtprotein aufgetragen. Die jeweilige
Gesamtproteinmenge wurde in 1,5ml Eppendorfreaktionsgefile pipettiert und mit
Probenpuffer fiir die Gelelektrophorese (LAMMLI, 1970) auf 20ul aufgefiillt. Hatte die
Gesamtproteinmenge von 15ul ein Volumen von mehr als 20ul, mussten mindestens

5ul Probenpuffer zugegeben werden. Das Gesamtvolumen der Geltaschen betrug 30ul.

Der im Probenpuffer beinhaltete Farbstoff Bromphenolblau (pH = 4,6 blau) hat in
Polyacrylamidgelen eine hohere Mobilitdt als die Peptide. Daher wird Bromphenolblau
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dem Probenpuffer als Kontrolle fiir den Verlauf der Gelelektrophorese zugesetzt.
Bromphenolblau dient hier zur Markierung der Lauffront. Durch die Zugabe von
Glycerol wird die Dichte der Proben erhdht und erleichtert den Probenauftrag und das
Absinken in die Taschen des Gels.

Nach Zugabe des Probenpuffers fiir die SDS-PAGE wurden die Proben kurz gevortext
und fiir 5Smin im Wasserbad aufgekocht. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die
Proben kurz bei 13000rpm (Biofuge A, Heraeus, Hanau) abzentrifugiert.

Die Gelkammern wurden in der Gelelektrophoresekammer (Mini Tube Cell, Bio-Rad,
Miinchen) zusammengesetzt. Die Probenkdmme wurden nach dem Einsetzen in die
Kammer entfernt, die Elektrophoresekammer sowie die innere Kammer mit Laufpuffer
gefiillt. Der Laufpuffer wurde als 5x konzentrierter Laufpuffer angesetzt und vor
Gebrauch zu einem 1x konzentrierten Laufpuffer verdiinnt.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100V (Power Pac 3000,
Bio-Rad, Miinchen) fiir ca. 2 Stunden. Sobald die Bromphenolblau-Lauffront begann an
der Anodenseite aus dem Gel hinauszulaufen, wurde die Elektrophorese beendet. Nach
Abschluss der Elektrophorese wurde das Trenngel vom Sammelgel abgetrennt, vom
Geltrdger entfernt, und die Gelorientierung markiert.

Das Gel konnte nun entweder in der Fiarbe- und Fixierlosung fiir eine
Gesamtproteinfairbung verwendet (s. Kap. 2.5.4.4 und Kap. 2.5.4.5) oder in den
Transferpuffer fiir den Western-Blot liberfiihrt (s. Kap. 2.5.5 ff) werden.

Verwendete Puffer:

Probenpuffer:  Tris 62,5mM
SDS 2% (W/v)
2-Mercaptoethanol 5% (v/v)
Glycerin 10% (v/v)
Bromphenolblau 0,012% (w/v)

1x Laufpuffer: Tris 25mM
Glycin 192mM
SDS 0,1% (W/v)

pH = 8,3 mit HCI einstellen
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2.5.4.4 Gesamtproteinfirbung im Gel

Eine Gesamtproteinfairbung wurde zur Betrachtung des Proteinmusters, zur Beurteilung
der Proteintrennung und zur Molekulargewichtsbestimmung durchgefiihrt. Nach
Beendung der elektrophoretischen Proteinauftrennung wurden die Polyacrylamidgele in

eine Farbelosung tiberfiihrt.

Durch Bestandteile wie Ethanol und Essigsdure in der Farbelosung werden die
Hydrathiillen der denaturierten Proteine beeintrachtigt. Dadurch fallen die Proteine im
Gel aus und werden immobilisiert. Die Farbung des Gels ist immer mit einer Fixierung
verbunden. Die bei dieser Farbung verwendete Coomassiefirbung beruht auf der
Bindung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an die Aminoséurereste der
Proteinketten. Mit dieser Farbung lassen sich Proteinmengen in der Gréenordnung von

50ng/mm” nachweisen.

Die Gele wurden fiir mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler
(Reax 3, Heidolph, Kehlheim) oder iiber Nacht stationdr im Kiihlschrank in der
Féarbelosung inkubiert. Entfarbt wurden die Gele in ddH,O. Durch das Autkochen in der
Mikrowelle (Micro Chef FM 350, Moulinex) wurden die proteinfreien Gelbereiche

entfarbt und die Proteinbanden wurden sichtbar.

Fixer/ Stain: Ethanol (techn.) 30% (v/v)
Essigsdure 10% (v/v)
Coomassie Brilliant Blue 0,1% (W/v)
Entférber: ddH,O

2.5.4.5 Dokumentation der Gele

Nachdem die Gele entférbt waren, wurden die Gele und zwei Cellophanfolien fiir 20min
in einer Vortrocknerlosung inkubiert. Danach wurden die Gele luftblasenfrei zwischen
den beiden Cellophanfolien auf einer Glasplatte mit Tesafilm fixiert und bei
Raumtemperatur getrocknet. So konnten die Gele haltbar gemacht werden. Sie wurden
danach mit dem Scanner (Primax Colorado Direct 9000) gescannt und digitalisiert. Die
Bilder konnten so bei Bedarf mit dem Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop CS
(Adobe Systems Incorporated, 2003) bearbeitet werden.
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Vortrocknerldsung: Methanol 25% (v/v)
Isopropanol 10% (v/v)
Glycerol 2% (v/v)

2.5.5 Western-Blot

Mit der Methode des Western-Blotting ist es moglich elektrophoretisch aufgetrennte
Proteine aus der Polyacrylamidmatrix auf eine Membran zu iibertragen. Dabei werden
die Proteine unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes transferiert.

Beim Elektroblotting werden die zuvor durch eine Gelelektrophorese aufgetrennten
Proteine, mittels eines senkrecht zum Gel angelegten elektrischen Feldes aus dem
Polyacrylamidgel auf eine Membran transferiert. Dabei bleibt die aus der
Gelelektrophorese erzielte Auftrennung der Proteine erhalten.

Im Laufe der Arbeit wurde die Methode des Semi-Dry/Elektroblottings angewandt. Die
Semi-Dry Apparatur wurde erstmals 1984 von KYSE-ANDERSEN beschrieben. Sie
besteht aus zwei Plattenclektroden (Anode/Kathode), zwischen die das Gel, die
Filterpapiere und die Membran in bestimmter Reihenfolge platziert werden (s. Abb. 2-
11).

Einen Protein-Blot kann man fiir weitere Untersuchungen verwenden, z.B. einen

immunochemischen Nachweis mit Antikdrpern.

Kathode

Abb. 2-11: Schematische Darstellung eines Western-Blots. (1) Kathode mit in Transferpuffer
getrinkten Filterpapieren; (2) Gel mit aufgetrennten Proteinen; (3) Membran
(Nitrocellulose, Polyvinylidendifluorid); (4) Anode mit in Transferpuffer getrdnkten
Filterpapieren. (Quelle: Lottspeich und Zorbas, 1998)



Material und Methode 67

2.5.5.1 Proteintransfer auf die Membran

Die wihrend dieser Arbeit verwendete Blot-Methode orientierte sich an dem von H.
TOWRBIN et al. (1979) beschriebenen Verfahren.

Bei der Blotkammer handelte es sich um eine Halbtrockenzelle mit Platin/Edelstahl-
Elektroden (Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad, Miinchen).
Die Membran bestand aus einer Tridgermatrix von Polyvinylidendifluorid (PVDF)
(Immobilin P, Millipore, Eschborn). Die Proteine werden hier durch hydrophobe
Wechselwirkungen gebunden.

Zur Vorbereitung des Transfers wurden 4 Stiicke Filterpapier GB003 (Schleicher &
Schuell, Dassel) zugeschnitten. Zwei Stiicke in der Grof3e des Trenngels (8,5cm x 4cm)
und zwei etwas groBer (10cm x 6¢cm). Die PVDF-Membran wurde auch auf die Grofle
des Trenngels zugeschnitten und 1min zur Aktivierung in Methanol gelegt, da sich
trockene PVDF-Membranen durch wéssrige Losungen nicht benetzen lassen. Beim aus
der Gelkammer entnommenen Trenngel wurde das Sammelgel entfernt. Die
Filterpapiere, die Membran und das Trenngel wurden fiir 30min auf einem

Rotationsschiittler (Reax 2, Heidolph, Kehlheim) im Transferpuffer equilibriert.

Der Blot wurde in der Transferkammer aufgebaut, indem die zwei groflen Stiicke
Filterpapier (10cm x 6cm), die als Innenreservoir dienten, auf die Platin-Anode der
Transfereinheit tiberfithrt wurden. Auf diese wurde die Transfermembran luftblasenfrei,
mit der unstrukturierten, hydrophoben Seite nach oben gelegt. Die Orientierung der
Membran erfolgte gemdfl der Gelmarkierung. Das Gel wurde biindig auf die Membran
gelegt. Zum Abschluss wurde es mit zwei Stiicken Filterpapier bedeckt (8,5¢cm x 4cm),
die biindig mit dem Gel abschlieBen mussten, damit Konvektionsstrome verhindert
wiirden. Bei den einzelnen Aufbauphasen des Blots war immer darauf zu achten, dass
sich keine Luftblasen zwischen den Schichten befanden. Gegebenenfalls mussten die
Luftblasen mit einer Glaspipette nach aulen gerollt werden.

Nach Verschiessen der Blotting-Einheit erfolgte der Proteintransfer auf die Membran
bei einer konstanten Spannung von 12V (Power Supply 1000/500, Bio-Rad, Miinchen)
iiber einen Zeitraum von 25min.

Zu langes Blotten sollte vermieden werden, da je nach Protein 10-50% die Membran

ungebunden passieren konnen.



Material und Methode 68

Transferpuffer: Tris 48mM
Glycin 39mM
Methanol 20% (v/v)
SDS 0,0375% (w/v)

pH = 8,8-9,2 (nicht einstellen)

TBST-Puffer: Tris 20mM
NaCl 137mM
Tween 20 0,1% (w/v)

pH = 7,6 mit HCl einstellen

2.5.5.2 Gesamtproteinfirbung auf dem Blot

Nach einem Proteintransfer konnte man die Transferqualitit tiberpriifen, indem man die
Gele, von denen transferiert wurde, mit Coomassie anfarbt (s. Kap. 2.5.4.4). Die
Bindungseffizienz der Proteine an die Transfermembran wurde getestet, indem man
eine Gesamtproteinfarbung mit Ponceau-Red oder Amidoschwarz (permanent)

durchfiihrte.

2.5.5.2.1 Ponceau-Red Fiarbung der Membran

Nach dem Western-Blotting wurde die Membran direkt fiir eine Minute in die Ponceau-
Red Férbelosung iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die Membran mehrmals mit TBST-
Puffer gewaschen, bis sich der proteinfreie Hintergrund weitestgehend entfarbt hatte
und die Proteinbanden klar zu erkennen waren.

Die Ponceau-Red Féarbung ist zur Kontrolle des Proteintransfers sehr gut geeignet, da es
sich um eine reversible Farbung handelt. Die Proteine konnen im Anschluss noch mit

einem immunologischen Nachweisverfahren detektiert werden.

Ponceau-Red Firbelosung: Ponceau-S-Red 0,4% (W/v)

Trichloressigsdure 3% (v/v)

2.5.5.2.1 Amidoschwarz-Firbung der Membran
Die Amidoschwarz-Farbung wurde nach SANCHEZ et al. (1992) durchgefiihrt. Dazu

wurde die Membran nach dem immunochemischen Proteinnachweis fiir eine Minute in
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der Amidoschwarz-Farbelosung inkubiert und anschlieBend mit ddH,O so oft
gewaschen, bis der proteinfreie Membranhintergrund entfdarbt und die Proteinbanden
sichtbar waren. Die Membran wurde danach bei Raumtemperatur getrocknet, die

Farbung war permanent.

Amidoschwarz-Farbelosung: Amidoschwarz 0,5% (wW/v)
Isopropanol 25% (v/v)
Essigsdure 10% (v/v)

2.5.6 Immunochemischer Proteinnachweis

Der immunochemische Nachweis wird iiber die spezifische Bindung der auf der
Membran fixierten Proteine mit monoklonalen oder polyklonalen Antikérpern gefiihrt.
Die fixierten Proteine fungieren hier als Antigene welche von den Antikorpern erkannt
werden. Die Qualitit des Nachweises hdngt von der Beschaffenheit und der

Verdiinnung der eingesetzten Antikdrper und deren Applikationszeit ab.

Verwendete Antikdrper und eingesetzte Verdiinnungen:

Anti-a-Tubulin Antikdrper: Klon DMI1A (Cedarline Laboratories Limeted,
Hornby, Canada); monoklonal aus der Maus

Verdiinnung 1:250

Anti-Actin Antikorper: Klon 1A, MP Biomedicals (Heidelberg);
monoklonal aus der Maus

Verdiinnung 1:750

Anti-y-B-Peptid (y-Tubulin): KN 340, KN 340 und KN341 (physiologische
Chemie, Mainz); polyklonal aus dem Kaninchen

Verdiinnung 1:250

Anti-pfl. JOSHI (y-Tubulin): KN714 und KN746 (Covalab, Lyon); polyklonal
aus dem Kaninchen

Verdiinnung 1:250

Die Antikorper bzw. das Antiserum wurden in einer Verdiinnung von 1:10 mit

0,1%igem BSA-PBS bei -20°C gelagert.
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Unter Beriicksichtigung der Vorverdiinnung wurden die Antikorper vor dem Gebrauch
mit einem TBST-Milchpulver (MP)-Puffer auf die jeweilige Arbeitsverdiinnung
gebracht. Die Antikorperlosung konnte zum mehrmaligen Verwenden bei 4°C einige

Tage aufbewahrt werden.

BSA-PBS: NaCl 137mM
KClI 2,7mM
Na,HPO, x 2H,0 8mM
KH,PO, 1,5mM
BSA 0,1%

TBST-Puffer mit Milchpulver: Tris 20mM
NaCl 137mM
Tween 20 0,1% (w/v)
Milchpulver 5% (w/v)

pH = 7,6 mit HCl einstellen

Bei Trocknung der Membran nach dem Western-Blot, wurde sie zum weiteren
Vorgehen eine Minute mit Methanol aktiviert und danach zweimal 5min in TBST-
Puffer gewaschen werden.

Nach dem Waschen der PVDF-Membran mit TBST-Puffer wurden die freien
Bindungsstellen auf der Membran flir die immunochemische Detektion zunichst
blockiert, um unspezifische Bindungen des Antikorpers an die Membran zu verhindern.
Deshalb erfolgte die Blockierung mit TBST-Milchpulver (MP)-Puffer entweder durch
eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Rotationsschiittler (Reax 2,

Heidolph, Kehlheim) oder im Kiihlschrank bei 4°C iiber Nacht.

Nach dem Blockieren mit TBST-MP-Puffer wurde die Membran zweimal eine Minute,
einmal 15min und einmal 5min in TBST-Puffer (ohne Milchpulver) gewaschen.
AnschlieBend wurde mit dem Primérantikorper inkubiert. Bei der Inkubation der
Antikorper musste darauf geachtet werden, dass die Membran mit der proteinbindenden
unstrukturierten Seite nach oben gelagert wurde. Dadurch wurde eine optimale
Zuginglichkeit der Proteine fiir die Antikorperlosung ermdglicht. Die Inkubation der
Antikorper erfolgte bei 37°C in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau) auf einem

Rotationsschiittler (Reax 2, Heidolph, Kehlheim). Um die Verdunstung der
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Antikorperlosung zu vermeiden, wurden die Inkubationsgefdfle mit einer Glasplatte
abgedeckt.

Nach der einstiindigen Inkubation des Primédrantikorpers wurde die Antikorperlsung
dekantiert und die Membran wie oben beschrieben mit TBST-Puffer ohne Milchpulver

erneut gewaschen.

2.5.7 ECL-Detektionssystem

Die von den Primirantikérpern erkannten Proteine (Antigene) werden indirekt iiber
einen Horseradish-Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundérantikdrper nachgewiesen.
Bei der verstirkten Chemilumineszenz (ECL) handelt es sich um eine sehr sensitive
Methode zum Nachweis geringer Proteinmengen. Das an den Sekundérantikorper
gekoppelte Enzym HRP katalysiert im alkalischen Milieu und in Gegenwart von H,O,
die Oxidation von Luminol. Bei Luminol handelt es sich um ein zyklisches
Diacylhydrazid. Durch die Oxidation wird Luminol in einen angeregten Zustand
versetzt und dessen Riickkehr in den Grundzustand erfolgt unter Freisetzung von
Lichtemission. Diese Lichtemission bei einer Wellenldnge von 428nm kann mit einem

Blaulicht sensitivem Film detektiert werden.

f \“\'-, o =428 nm
‘-\.:“‘\_‘\-. % - \/"
v *H0+N,
N O "
e NH, O
Primérer Antikdrper | Chemilumineszent Reaktion
K
Sekundirer Antikbrper
/’" mit gekoppeltern HRP
Antigen

Abb. 2-12: Antikérperbindung und Chemilumineszenz-Reaktion. (in Anlehnung an Amersham
Biosciences)

Die Durchfiihrung der ECL erfolgte nach der Vorschrift der Firma Amersham. Der
zweite Antikorper wurde, wie in Kap. 2.5.6 fiir den ersten Antikorper beschrieben, mit

einer Verdiinnung von 1:2500 in TBST-MP-Puffer fiir eine Stunde appliziert.
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Zur Verwendung kamen folgende Sekundérantikorper:

HRP-sheep anti-Mouse IgG (Amersham Biosciences, Freiburg)
HRP-sheep anti-Rabbit IgG (Amersham Biosciences, Freiburg)

Anschliefend wurde die Antikorperlosung dekantiert und erneut die Waschschritte wie

in Kap. 2.5.6 durchgefiihrt.

Im Anschluss wurden alle weiteren Schritte in der Dunkelkammer durchgefiihrt. Die
beiden Komponenten des ECL-Kits (Amersham Buchler, Braunschweig) wurden zu
gleichen Volumenanteilen gemischt. Dabei war darauf zu achten, dass ein Endvolumen
von 0,125ml/cm* Membran vorhanden war. AnschlieBend wurde die Membran in einer
aus Klarsichtfolie bestehenden Tasche platziert und die ECL-Losung zugegeben. Nach
einer einminiitigen Inkubation wurde die Losung abgegossen und die Membran
luftblasenfrei in die Tasche eingeschweilit. Die eingeschweifite Membran wurde
anschlieBend mit der Proteinseite nach oben in einer Filmkassette (Cronex 18x24cm)
platziert.

Die nun folgenden Arbeiten mussten bei Rotlicht durchgefiihrt werden. Ein
Autoradiographiefilm (Cronex 5, Agfa-Geveart AG, Leverkusen) wurde aus der
Packung entnommen, zugeschnitten, der Membran entsprechend markiert und auf die
trockene, saubere Folientasche gelegt. Die Filmkassette wurde verschlossen. Nach der
Belichtung wurde der Film fiir Smin entwickelt (G150, Agfa-Gevaert AG Leverkusen),
kurz im Wasserbad gewaschen und fiir ca. Imin in einem Fixierbad (G350, Agfa-
Gevaert AG Leverkusen) fixiert. AnschlieBend wurde der Film im Wasserbad
gewaschen und mit ddH,O gespiilt, um Wasserrdnder zu vermeiden. Zur Anpassung der
Signalintensitdt wurden Belichtungsreihen, mit ansteigender Belichtungszeit der

einzelnen Filme durchgefiihrt.
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2.6 Computergestiitzte Sequenzanalysen

e Aminosduresequenzsuche in der Genbank:

SearchGenbank, National Center for Biotechnology Information

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

National Center for Biotechnology Information, USA

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

e Sequenzvergleiche und Ableitung von Aminosiuresequenzen:
GeneDoc Multiple Sequence Alignment Editor & Shading Utility

Version 2.6.002
http://www.pcs.edu/biomed/genedoc

ClustalX 1.81

http://inn-prot.weizmann.ac.il/software/Clustal X.html

e Globale Sequenzvergleiche:
National Center for Biotechnology Information, USA

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl des Pflanzenmaterials

3.1.1 Zellsuspensionskultur (BY-2) aus Nicotiana tabacum
3.1.1.1 Wachstumsverhalten der Zellsuspensionskultur (BY-2)

Der Zustand der Zellen vom Zeitraum von der Zellteilung bis zum Absterben der Zellen
war fir die Untersuchungen des y-Tubulins und des o-Tubulins im Rahmen dieser
Arbeit wesentlich. Es sollten Aussagen dariiber getroffen werden, wie sich die Tubuline
wéhrend der Zellteilung und der Zellstreckung bis zum Absterben der Zellen verhalten.
Fir die Versuche wurde die BY-2 Zelllinie verwendet, die sich durch eine hohe
Vermehrungsrate und Homogenitét auszeichnet. Im Rahmen der Staatsexamensarbeit
von C. SIPPEL (2002) wurden die einzelnen Stadien dieser Zelllinie charakterisiert.
Dafiir wurde der mitotische Index iiber einen Zeitraum von 5 Tagen und die Vitalitit
iiber einen Zeitraum von 24 Tagen gemessen (s. Abb. 3-1 und Abb. 3-2). Daher war der
Zeitpunkt bekannt, zudem sich die Zellen in der Zellteilung und in der Elongationsphase
befinden, und das Absterben der elongierten Zellen einsetzt. Es wurde mit einem
biochemischen Vitalitétstest festgestellt, dass bei den Zellen der auxinfreien Kultur mit
einem Uberimpftiter von 1ml ab dem dritten Tag keine Zellteilung mehr stattfindet und
nach dem 10. Tag in einen verstirkten Absterbeprozess iibergehen. Daraus resultierte

die Wahl der Stadien 0, 3, 6, 9, 12 (s. Kap. 2.2.1.1).
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Abb. 3-1: Mitotischer Index der hormonfreien Kultur mit Uberimpftiter von 0,5ml, 1ml

und 1,5ml. Es wurden jeweils 1000 Zellen ausgezéhlt. (Quelle: SIPPEL, 2002)
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Abb. 3-2: Vitalitit der hormonfreien BY-2 Kultur mit Uberimpftiter von 0,5ml, 1ml
und 1,5ml. Es wurden jeweils 1000 Zellen ausgezdhlt. (Quelle: SIPPEL,
2002)

Die einzelnen Stadien der Zellsuspensionskultur der BY-2 Zelllinie wurden vor der
gRNA- und Proteinextraktion zundchst mikroskopisch untersucht, um den
reproduzierenden Zustand der Zellen zu erkennen. Als Orientierung iiber den
Sollzustand der zu untersuchenden Stadien diente die Arbeit von SIPPEL (2002), bei
der die einzelnen Stadien der BY-2 Zelllinie charakterisiert wurden (s. Abb. 3-3 und
Abb. 3-4).

Die Erhaltungskultur bestand nach 3 Tagen hauptsdchlich aus abgerundeten und kleinen
Zellen in der GroBe von etwa 10-20pum (s. Abb. 3-3). In der Zellsuspensionskultur
waren die Zellen im Gegensatz zu Bakterienkulturen in Zellaggregaten
zusammengelagert. Erkldren ldsst sich diese Aggregatbildung dadurch, dass sich die
Zellen zum einen nach der Zellteilung nicht ablésen. Zum anderen konnte es aber auch
zu einer sekundédren Anlagerung kommen, wenn die Zellen nach der Zellteilung wieder

in Kontakt treten, da die duflere Zellwand klebrige Bestandteile enthélt.
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Abb. 3-3: Ubersichtsaufnahmen der auxinhaltigen BY-2 Kultur (SCHLAG, 2002). Ubersicht
der Zellaggregate im Hellfeld-Durchlicht an Tag 3 (A, B); Hellfeld-DIC-Aufnahme (C,
D); Detailaufnahme einer Einzelzelle (D) (n = Nucleolus, N = Nucleus, P =

Drei Tage nach Uberimpfen der Erhaltungskultur in frisches Kulturmedium, wurden aus
diesem Medium jeweils 1ml in auxinfreies Medium iiberfiihrt. Dadurch wurden die
Zellen dazu angeregt, aus dem Teilungswachstum in das Streckungswachstum
iiberzugehen.

Bereits bei drei Tage alten auxinfreien Kulturen trat eine Elongation der Zellen ein (s.
Abb. 3-4 A, B, C). Die Zellen lagen alle als deutlich sichtbare Einzelzellen vor. Neben
den elongierten Zellen sah man auch abgerundete und kleine Zellen wie in der
auxinhaltigen Kultur, sowie auch schon abgestorbene Zellen. Alle weiteren Stadien (6,
9, 12) wiesen weitere Zellstreckung auf. Ab Tag 9 nahm die Zahl der toten Zellen (s.
Abb. 3-4 E, F) zu. Man erkennt die abgestorbenen Zellen am Abldsen der
Plasmamembran von der Zellwand und am Zusammenziehen des Plasmaschlauchs. Ein
weiteres Merkmal sind aufgeplatzte Zellen, die ihren Zellinhalt in das Medium abgeben.
Die hier erzielten visuellen Ergebnisse stimmten mit den Ergebnissen aus dem

Vitalitdtstest, sowie dem mitotischen Index aus der Arbeit von Sippel (2002) tiberein.
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Abb. 3-4: Ubersichtsaufnahmen der auxinfreien BY-2 Kultur (SCHLAG, 2002).
Zellaggregate und vereinzelte elongierte Zellen am Tag 3 (A, B); elongierte Zellen an
Tag 6 (D); elongierte und abgestorbene Zellen an Tag 9 (E) und Tag 12 (F);
Detailaufnahme einer Einzelzelle an Tag 3 als DIC-Aufnahme (D) (n = Nucleolus, N =

Nucleus, P = Plasmastrang, R = Reservestoff).

3.1.2 Nicotiana tabacum (SR1)

3.1.2.1 Wachstumsverhalten der Pflanzen

Beim Einsatz der Zellkultur handelte es sich um ein vereinfachtes System. Daher
wurden die Versuche zsétzlich mit einem komplexen Pflanzengewebe durchgefiihrt, um

eine Aussage zu treffen ob das Modellsystem auf komplexe Gewebe zu iibertragen ist.
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Daher wurden fiir die Versuche Laubblitter mit unterschiedlichen Alter und
Entwicklungszustand von einer Nicotiana tabacum-Pflanze (SR1-Pflanze) verwendet.
Um die geeigneten Blattstadien herauszudeuten, wurde das Wachstumsverhalten in der
Diplomarbeit von HERMES (2007) exemplarisch an vier Pflanzen {iber einen Zeitraum
von 90 Tagen beobachtet. Dabei wurden wichtige Blattalter definiert, die bestimmten
Entwicklungsstadien im Pflanzen- und Blattwachstum zuzuordnen waren.

Die Pflanzen wurden 42 Tage nach Aussaat in sterilen Petrischalen und Einmachgldsern
in unsteriles Tonsubstrat eingesetzt. Zu diesem Zeitpunkt entsprach der Habitus der
Pflanze einem 6-7 Blattstadium, ohne die Beriicksichtigung der Kotyledonen. Die
Pflanzen wurden dabei in groBBtmoglichen Abstand zueinander platziert, damit sie sich
nicht gegenseitig am Wachstum behindern konnten und zur vollen Entfaltung kamen.
Nach etwa 58 Tagen wurde das 11. Blatt erstmals makroskopisch sichtbar. Zu diesem
Zeitpunkt waren die Pfalnzen ca. 7-8 cm grof und befanden sich im
Streckungswachstum. Nach etwa 70-80 Tagen nach Aussaat wurden die Bliitenknospen
makroskopisch sichtbar. Das 11. Blatt war zu diesem Zeitpunkt 12-22 Tage alt. Die
Pflanzen waren jetzt im 20-Blattstadium. Die bis zu diesem Zeitpunkt angelegten
Blatter waren von dhnlicher Wuschsform, und wiesen einen rundlich-ovalen Umriss
auf, wobei die oberen Blitter etwas schmaler als die unteren Blitter waren. Vom 1. bis
zum 9. Blatt nahm die endgiiltige Blattgrofe stetig zu. Die Blitter 10 bis 13 wiesen etwa
die gleiche endgiiltige GroBe auf. Ab Blatt 14 nahm die GroBe der ausgewachsenen
Blétter wieder ab. Mit Sichtbarwerden der Bliitenknospen begann die Streckung der
Infloreszenzachse. Nach 91-97 Tagen (Blattalter 11. Blatt: 33-39 Tage) begannen die
Kelchblétter der Bliiten sich zu 6ffnen. Zu diesem Zeitpunkt wurden auch die Knospen
der zukiinftigen Seitentriebe sichtbar. Die Pflanzen waren 50-60cm groB3 und das
Streckungswachstum der gesamten Pflanze liel nach. Die erste Bliite entwickelte sich
etwa nach 95-100 Tagen (11. Blatt 37-42 Tage). Zur gleichen Zeit war die Streckung
der Seitentriebe zu beobachten. An diesen bildeten sich weitere Blatter, die aber kleiner
als die Blatter des Haupttriebes waren und eine schmal-lanzettliche Form hatten. Zehn
Tage nach Beginn der Bliite setzte die Fruchtbildung an den Pflanzen ein (105-110 Tage
nach Aussaat; 11. Blatt 53-58 Tage). In diesem Zeitraum begannen auch die ersten
Bliiten der Seitentriebe zu blithen. Die Pflanzen bildeten im weiteren Wachstumsverlauf
insgesamt 3-4 Seitentriebe aus, die aber zu sehr unterschiedlichen Zeitpunkten mit dem

Wachstum der Bliite begannen.
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Nach Beginn des Fruchtens, etwa 112 Tage nach Aussaat der Pflanzen (11. Blatt 60
Tage) zeigten die Pflanzen die ersten Anzeichen einer Seneszenz. Die kriftig griine
Farbe der Blatter verblasste zu einem gelblich griin. Der Turgor der Blitter lie§ deutlich
nach. Fiinf Tage spdter (117 Tagen nach Aussaat; 11. Blatt 65 Tage) traten vom 1.-8.
Blatt, die alle von den dariiberliegenden Blittern beschattet wurden, gelbe Flecken auf
der gesamten Blattspreite auf. Die jiingeren oberen Blitter verloren ihre Turgeszenz.
Die Spannkraft der Blitter lieB deutlich nach, so dass sie flach an der Pflanze
herabhingen. Nach 148 Tagen (11. Blatt 90 Tage) nach Aussaat der Pflanzen wurden
die Beobachtungen abgebrochen.

3.1.2.2 Wachstumsverhalten 11. Blatt

Im Laufe der Blattfolge variieren die ersten acht bis neun Blitter in ihrer Gestalt und
Ausbreitung, wogegen sich die Blitter 10-12 in Morphologie und Wachstumsverhalten
entsprechen. Akropetal folgende Blétter bleiben mit ihrer endgiiltigen Grofle wieder
hinter den Blittern 10-12 zuriick (HOLZHAUSER, 1992). Daher kamen die Blitter 10-
12 grundsétzlich als Blattmaterial fiir die Versuche in Frage. Ein zuverldssiges
Abzidhlen der Blatter war aufgrund der oft sehr unterschiedlichen Pflanzen aber nicht
immer einfach. Daher wurde fiir die Versuche lediglich das 11. Blatt jeder Pflanze
verwendet.

Lange und Breite des elften Blattes wurden bis zur Stagnation des Wachstums 3x
wochentlich gemessen (HERMES, 2007). Danach erfolgte die Messung nur noch 1x
wochentlich bis zu einem Blattalter von 90 Tagen. Die Blattfliche wurde erstmals bei
einem Blattalter von 6 Tagen gemessen. Aufgrund der geringen Grdofe des jungen
Blattes war eine Bestimmung zu einem fritheren Zeitpunkt nicht moglich. Die Fléche
wurde iiber den gesamten Beobachtungszeitraum 1x wochentlich bestimmt. Die

Blattstiele wurden bei den Messungen nicht beriicksichtigt.
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Abb. 3-5: Wachstumskinetik des elften Blattes: Liinge [mm]|, Breite [mm] und Fliche [cm?] in
Bezug zu den ausgewihlten Erntestadien (I-VII); I und II: meristematisch aktives
Gewebe; III: Blatt im Streckungswachstum; IV: Blatt zeigt kaum noch Wachstum,
beginnende Streckung der Infloreszenzachse; V: Blatt voll expandiert, Beginn der Bliite;
VI: Beginn des Fruchtens und erste Seneszenzanzeichen; VII: Pflanze und 11. Blatt mit
starker Seneszenz (verdndert nach HERMES, 2007)

Die nachfolgende Skizze (s. Abb. 3-6) und Tabelle zeigt noch einmal die aufgrund des
Wachstumsverhaltens untersuchten Blattalter der einzelnen Stadien in Relation zum
Habitus und Entwicklungszustand der kompletten Pflanze. Die Angaben zur Teilungs-

und meristematischen Aktivitdt der Blattzellen orientieren sich an der Arbeit von

PINERA ALVAREZ (2006).
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Abb. 3-6: Vergleich der untersuchten Blitter der Entwicklungsstadien I bis VI (nicht
dargestellt Stadium VII; seneszentes Blatt). Zur ndheren Charakterisierung der

Stadien siehe Abb. 3-7. Der in Stadium IV eingezeichnete Balken entspricht 1cm.
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Stadium und Blattwachstum Entwicklungs- Linge Breite | Pflanzen-
Blattalter stadium Pflanze [cm] [em] alter [d]

I: 1 Tag meristematisches hauptsichlich <1 <1 59
Gewebe, Sprossspitze Blattbildung
meristematisch, aber beginnende

II: 4 Tage Ubergang zum Streckung der ~6 ~1 62
Streckungswachstum Sprossachse
Gewebe starkes Anlage der

III: 10 Tage Streckungswachstum Bliitenknospen ~10 ~7 68

(noch nicht sichtbar)

kaum noch beginnende

IV: 23 Tage Streckungswachstum, Streckung der ~24 ~14 81

Ende des Infloreszenzachse
Blattwachstums
V: 35 Tage vollstéindig Blithbeginn ~25 ~ 15 93
expandiertes fruchtende Pflanzen,

VI: 60 Tage Blattgewebe erste Anzeichen der ~25 ~15 118
Seneszenz

VII: 90 Tage seneszentes Blatt Pflanze stark ~25 ~15 148

seneszent

Tabelle 3-1: Entwicklungsstadien in Abhéngigkeit der Entwicklung von Pflanze und Blatt

3.1.3 Wintergerste Hordeum vulgare

3.1.3.1 Zelluléirer Entwicklungsgradient im Gersteblatt

Als ein Testsystem fiir den neu entwickelten polyklonalen y-Tu