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Einleitung

1.1 Zielsetzung

Die Wachstumsregulation hoherer Pflanzen erfolgt in meristematischen Zellen und den benach-
barten Differenzierungszonen. Die Zellen umgibt eine pflanzentypische Zellwand die eine friithzei-
tige Determinierung der Teilungsebene und Zellform zwingend notwendig macht. Bei der Umset-
zung formgebender Prozesse ist unter anderem das Cytoskelett beteiligt. Beim Cytoskelett han-
delt es sich um ein dynamisches Proteinnetzwerk, das der Zelle nicht nur mechanische Stabilitat
verleiht, sondern auch sensorische und Transportfunktionen erfiillt. Bei Eukaryoten unterscheidet

man drei Filamentklassen, die sich aufgrund der Proteine unterscheiden.

e Aktinfilamente
e Intermediarfilamente

o Mikrotubuli

Die Existenz von Aktinfilamenten in pflanzlichen Zellen ist bereits nachgewiesen, das Vorkom-
men von Intermediarfilamenten ist jedoch seit mehr als zwei Jahrzehnten Gegenstand intensiver
Diskussionen [1, 2|. Die Funktion der Mikrotubuli in pflanzlichen Zellen ist weitgehend verstan-
den, deren Organisation wirft jedoch Fragen auf. Die Mikrotubuliorganisation ist vermutlich in
hohem Mafs durch das Protein y-Tubulin reguliert [3|, iber dessen Interaktionen und Regulation
gegenwartig wenig bekannt ist. Die Struktur pflanzlicher ~-Tubuline sowie deren direkte Interak-
tionspartner sind bisher unbekannt und eine Kenntnis derer wiirde zu einem besseren Verstandnis

dieser Teilungs- und Differenzierungsprozesse beitragen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es ein Strukturmodell fiir das pflanzliche v-Tubulin zu erarbei-
ten, das zur Hypothesenentwicklung iiber an Proteininteraktionen beteiligte Doménenbereiche
geeignet ist. Weiter soll y-Tubulin fiir Rontgendiffraktionsexperimente und Interaktionspartne-
ranalysen nativ gefaltet {iberexprimiert werden. Mittels Pull-Down Experimenten und massen-

spektroskopischen Analysen sollen potentielle v-Tubulin-Interaktionspartner identifiziert werden.
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1.2 Das Cytoskelett

Die Zellorganisation sowie Bewegungsprozesse sind durch das Cytoskelett reguliert und determi-
niert. Das als Cytoskelett bezeichnete Filamentsystem einer Zelle stellt eine dynamische Struk-
tur dar. Die drei Haupt-Filamenttypen sind vielen eukaryotischen Zellen gemein und tragen zur
raumlichen Organisation der Zelle bei (Abbildung 1.1). Dieses Proteinnetzwerk durchsetzt das
Cytoplasma und ermoglicht die Umsetzung formgebender und intrazelluldrer Bewegungsprozesse
[4]. Dariiber hinaus ist die Richtung der Zellteilung und Zelldifferenzierung durch das Cytoskelett
determiniert [5].

Die Intermediérfilamente sind eine der drei Hauptgruppen, welche eine heterogene Proteinfamilie
bilden. Die intrafamilidre Heterogenitét erschwert den spezifischen Nachweis innerhalb einer Zelle
[6]. Intermediérfilamente sind seildhnliche Fasern mit einem Durchmesser von 10 nm und bie-
ten als Netzwerk eine mechanische Stabilitat gegeniiber Scherkriften, die auf eine Zelle einwirken
konnen. Die haufig auch als Mikrofilamente bezeichneten Actinfilamente bilden die zweite Haupt-
gruppe der Filamenttypen. Der Filamentdurchmesser von 5 bis 9 nm ergibt sich aus dem Aufbau
als doppelstrangiges helikales Polymer. Die Actinfilamentgebilde sind hochst flexibel und in der
gesamten Zelle vertreten. Mikrotubuli sind lange réhrenartige Strukturen aus 13 Protofilamenten,
die ihrerseits aus Tubulin-Heterodimeren (o und /) aufgebaut sind. Mit einem Durchmesser von
25 nm sind sie bedeutend grofser und strukturell bedingt stabiler gegeniiber invers orientierten

Longitudinalkréften als die Actin- und Intermediérfilamente |2, 7).

A B C

Abbildung 1.1: Haupt-Filamenttypen des Cytoskeletts
Elektronen- und Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen sowie ein Schema des jeweiligen Polymers in der Mitte.
Die Filamentnetzwerke sind in den untenstehenden Abbildungen digital nachkoloriert. [4, 8]
A Intermediarfilamente B Actinfilamente C Mikrotubuli
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Jedes Cytoskelettfilament ist als ein Polymer zu verstehen, dessen Polymerisation der einzel-
nen Monomere (bzw. Heterodimere) eine eigene Kinetik und Reaktionslaufzahl zeigt. Die Pro-
tofilamente werden wie die einzelnen Monomere durch schwache hydrophobe (nicht-kovalente)
Wechselwirkungen zusammengehalten. Jedes Filament ist fiir sich alleine gesehen thermody-
namisch hochst instabil. Die Zusammenlagerungsmuster und Stabilitét der einzelnen Filamen-
te sind letztlich durch die strukturellen Gegebenheiten der Monomere determiniert. So werden
Intermediarfilamente iiberwiegend durch starke seitliche Bindungskréfte zwischen den linearen
Monomeren stabilisiert. Dies beschreibt auch ihre héhere Widerstandsfahigkeit gegeniiber Torsi-
onskraften. Mikrotubuli hingegen sind aus globuldren a- und S-Tubulin-Monomeren aufgebaut,
die im Verhéltnis stérkere attraktive Kréfte innerhalb des Filaments und schwéchere laterale
Bindungskréfte zwischen den 13 Protofilamenten aufweisen. Daher brechen Mikrotubuli schon
bei geringeren Torsionskriften als Intermedidrfilamente [4].

Das aus den Einzelkomponenten der Proteinfilamente gebildete Netzwerk ermdoglicht es eukaryo-
tischen Zellen, durch die Kontrolle des dynamischen Verhaltens eine enorme Vielfalt an verschie-
denen Strukturen zu bilden und so auf exo- und endogene Einfliisse zu reagieren. Eine besondere

Rolle spielen hierbei die Mikrotubuli [2].

1.2.1 Mikrotubuli

Die von Ledbetter et al. |9] erstmals im kortikalen Cytoplasma charakterisierten Mikrotubuli neh-
men Anteil an den zentralen Prozessen einer Pflanze [2]. Auch dieser Bestandteil des Cytoskeletts
ist hoch konserviert, so kénnen auch Homologe in prokaryotischen Organismen dokumentiert wer-
den. Das bakterielle Tubulin-Homolog wird FtsZ genannt und gilt als Vorlaufer aller bekannten
Tubuline [10, 11]. Der alternierende Aufbau der linearen Protofilamente aus den strukturell nah
verwandten a- und S-Tubulin-Monomeren erfolgt nicht durch Anlagerung der einzelnen Mono-
mere. Die - und S-Tubulin-Monomere lagern sich zuerst zu Heterodimeren zusammen, bevor
sie in die Protofilamentassemblierung eintreten |[7].

Das Mikrotubulus-Assemblierungsmuster zeigt eine leichte Parallelverschiebung der Heterodime-
re, woraus eine spiralige Anordnung der Dimere resultiert. Eine weitere Folge des Aufbauschemas
ist, dass eine a-Tubulin-Untereinheit am Minus-Ende und eine S-Tubulin-Untereinheit am Plus-
Ende frei zugénglich ist (Abbildung 1.2).

Mikrotubuli zeigen neben dieser strukturellen noch eine funktionelle Polaritit, resultierend aus
der GTP-Hydrolyse und GTP/GDP-Substitution der S-Tubulin-Untereinheit [2]. Wie bereits
dargelegt ist die a-Tubulin-Untereinheit aufgrund von stereochemischen Bedingungen im Prote-

inkomplex hierzu nicht im Stande [4].
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Zur Assemblierung sind GTP-aktivierte a-S-Tubulin Heterodimere erforderlich. Die Umset-
zung von freiem GTP zu GDP ist unter physiologischen Bedingungen auf Grund der thermody-
namischen Instabilitit mit AgG®= -48,1 kJ - mol~! begiinstigt [12]. Dieser thermodynamische
Umstand erfordert eine verhéltnisméfig hohe verfiighbare Konzentration an GTP um ein Wachs-
tum am sogenannten Plus-Ende (mit der GTP-Kappe) des Mikrotubulus zu erméglichen. Die
GTP-Kappe iibt eine stabilisierende Wirkung auf den Mikrotubulus aus, wohingegen eine hohe
GDP-Konzentration eine destabilisierende Wirkung ausiibt und im Falle eines zufélligen Verlus-
tes der GTP-Kappe den Mikrotubulus-Abbau vorantreibt [2]. Dieser destabilisierende Effekt ist
durch eine GTP-Hydrolyse bedingte Konformationsianderung zu erklaren [13].

" B-Tubulin

a-Tubulin

L Protofilament

50 nm

Abbildung 1.2: Struktur eines Mikrotubulus und seiner Untereinheiten
Die Heterodimer-Untereinheit (bestehend aus a- und S-Tubulin) enthélt zwei Nukleotid-Bindestellen (sphéri-
sche Darstellung). Die Nukleotid-Bindestelle des a-Tubulins (orange) ist physikalisch fest in der Dimergrenz-
flache eingebunden und mit einem GTP-Molekiil belegt, was im Dimeren- oder Polymerenzustand nicht ausge-
tauscht oder hydrolysiert wird. Die Nukleotidbindestelle des S-Tubulins (blau) kann mit einem GTP oder GDP
belegt sein. Diese Tatsache hat einen entscheidenden Einfluss auf die Dynamik des gesamten Mikrotubulus. Bei
der Darstellung des dreidimensionalen Modells der Tubulin-Untereinheiten wurden die Daten der verfeinerten
Rontgenstrukturanalysen von Lowe [14] verwendet (Abbildung 1.2). Auf eine eine Darstellung des zur Stabili-
sierung enthaltenen Taxol und Magnesiumions wurde verzichtet. Zur in silico Berechnung der Strukturelemente
wurde die Software PyMOL 0.99 (2006) von DeLano Scientific LLC in Verbindung mit dem HyperChem 7.5
Molecular Modelling System (2002) von Hypercube Inc. eingesetzt. [4, 8, 14]

Fine endsténdige GDP-Kappe bedingt eine 100fach héhere Depolymerisation im Gegensatz zu
einer vorhandenen GTP-Kappe. Es sei jedoch angemerkt, dass die Keimbildung der geschwin-

digkeitsbestimmende Schritt bei der Polymerisation eines Cytoskelettfilaments ist [4, 15].
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Die Abbau- bzw. Aufbaureaktion ist durch die unterschiedliche freie Enthalpie und die Ver-
fiigharkeit an GTP-aktivierten Heterodimeren reguliert [16]. Als ein Tretmiihlen-Verhalten bei
mittleren Konzentrationen der freien Untereinheiten wird das gleichzeitig stattfindende Wachs-
tum am Plus-Ende und dem Schrumpfen am Minus-Ende bezeichnet [4]. Rasche Wechsel im
GTP/GDP-Konzentrationsgefiige fithren zu der als ,Katastrophe” bzw. ,Rettung® bezeichneten
Abbau- bzw. Aufbaureaktion des Mikrotubulus. Diese Prozesse sind unter dem Begriff der dyna-
mischen Instabilitit zusammengefasst und sind auch bei Actinfilamenten zu beobachten. Es wird
aber vermutet, dass in Zellen die dynamische Instabilitdt bei Mikrotubuli und das Tretmiihlen-

Verhalten bei Actinfilamenten vorherrscht [4].

GTP-Tubulindimer
o B

austauschbares GTP ]

Die GTP-Hydrolyse schwicht die Polymerstabilitat,
durch eine geringfligige Konformationsanderung.

Depolymerisation Bereich des

ﬁﬁ IGDP] ’ Mikrotubulus

mit GDP-haltigen
g a Tubulindimeren |

dimer e S99

) & R
GDPIGTP-Austausch
w WACHSEN SCHRUMPFEN

Abbildung 1.3: Dynamische Instabilitét eines Mikrotubulus
A Schematische Darstellung des strukturellen Einflusses der GTP-Hydrolyse auf die Mikrotubulus-Matrix. Die
GTP-Hydrolyse bedingt eine noch nicht ndher aufgeklirte Konformationsdnderung innerhalb des Protofila-
ments, was eine destabilisierende Wirkung auf den gesamten Mikrotubulus ausiibt.
B In einem mit einer GTP-Kappe versehenen Mikrotubulus werden die GDP-haltigen Proteinfilamente in ge-
streckter Form gehalten. Geht die GTP-Kappe verloren, so fiihrt dies zu einer fortschreitenden Auflésung des
Mikrotubulus. [4, 8, 17]

GTP-Kappe

weniger stabiler

Der damit einhergehende Energieverbrauch wire hochst kritisch. So ist jedoch der Zelle die
Moglichkeit zur Regulation der Keimbildung und -stabilisierung gegeben. Die regulierbare Keim-
stabilisierung bedingt auch eine Kontrolle des Filamentmetabolimus |2, 4].

So fungieren Mikrotubuli aufgrund ihrer hochgradig regulierten Dynamik und strukturellen Pola-
ritat flir zahlreiche intrazelluldre Vorgénge als Basisgeriist. Zum Beispiel ist die Orientierung und
Regulation der Zellelongation bei Planzen durch das kortikale Mikrotubulinetzwerk determiniert
[18]. Auch ist dem kortikalen Mikrotubulinetzwerk durch die rdumliche Nahe zur Plasmamem-

bran eine mogliche Rolle bei der Signalperzeption und -transduktion zuzurechnen [19].
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Wahrend der Mitose zeigen die Mikrotubuli ebenfalls eine hohe Dynamik, was von entschei-
dender Bedeutung fiir die Abwicklung des gesamten pflanzlichen Zellteilungsprozesses und einer

nachfolgenden Zelldifferenzierung ist (Abbildung 1.4).

C

Abbildung 1.4: Organisation der Mikrotubuli im Laufe des Zellzyklus bei hheren Pflanzen
Zwei perspektivisch verschiedene dreidimensionale Ansichten einer Zelle. Der Zellkern ist blau und die Mikro-
tubuli griin koloriert. [8, 20]
A Festlegung der spateren Teilungsebene durch das Praprophaseband, welches durch phragmosomale Mikro-
tubuli mit dem Zellkern in Verbindung steht.
B Metaphasische bipolare Mitosespindel aufgebaut aus Mikrotubuli.
C Ausbildung des zylindrischen Phragmoplasten in der Telophase zwischen den identischen Tochterzellen.
D Zentrifugale Ausdehnung des zytokinetischen Phragmoplasten.
E Am Ende der Zytokinese verteilen sich die Mikrotubuli vom Zellkern ausgehend hin zur Plasmamembran.
F In der Interphase determinieren die kortikalen Mikrotubuli die Achsen der Zellelongation.

1.2.1.1 Mikrotubuli organisierende Zentren

In vielen Organismen entspringen die Mikrotubuli aus definierten morphologischen Struktu-
ren, die 1969 erstmals von Pickett-Heaps [21] beschrieben und als Mikrotubuli organisierende
Zentren (MTOC) bezeichnet wurden. In den meisten tierischen Zellen ist die Existenz eines ein-
zelnen MTOCGCs lokalisierbar. Das so genannte Centrosom mit den Centriolen stellt hierbei den
Ausgangspunkt fiir das Mikrotubuliwachstum dar, ausgehend vom Minus-Pol wéchst der Plus-
Pol des Mikrotubulus zur Zellwand hin. Bei Einzellern sind das die Basalkorper der Geifseln [4].
Im Pflanzenreich treten Centriolen nur bei einigen Algenfamilien und Gymnospermen auf. In
Ermangelung des Auftretens von distinkten Mikrotubuli organisierenden Zentren werden viele
Modelle zur Beschreibung des Mikrotubuliwachstums diskutiert. So ist bei héheren Pflanzen ein
diffuses Auftreten dieser Keimbildungsstellen im kortikalen Bereich des Cytoplasma sowie des an
die Kernhiille angrenzenden Cytoplasmas zu dokumentieren. Auch reagieren sie auf durch den

Zellzyklus hervorgerufene Effekte mit einer definierten Dynamik [22].
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Durch den Nachweis distinkter Bindungsstellen an der Plasmamembran bestétigen sich Vermu-
tungen zu den kortikalen Urspriingen der Mikrotubuli [23]. Die ebenfalls von Drykova et al. |24]
vertretene Ansicht, dass integrale Membranbestandteile die Mikrotubuliorganisation regulieren,
wird durch Ergebnisse von Binarova et al. |25] mitgetragen.

Eine Diskussion der Mikrotubuli-Selbstorganisation wurde durch Heald et al. [26] angestofen.
Die hierfiir vermutlich mitverantwortlichen Mikrotubuli assoziierten Motorproteine wurden durch
Wasteneys et al. |20] ausfiihrlich beschrieben. In diesem Zusammenhang wird auch ein Modell zur
Genese und Translokation des Mikrotubuliinitiationskomplexes vorgestellt, auf das an anderer
Stelle noch eingegangen werden soll. Getragen wird diese Modellvorstellung durch die Dokumen-
tation einer Notwendigkeit bereits vorhandener an «-Tubulin-bindender, kortikaler Mikrotubuli
[27]. Nach der Modellvorstellung sind die ,neuen” Mikrotubuli als ,Seitensprossen” zu verstehen,
an deren Gabelung y-Tubulin lokalisiert ist. Hieraus ergibt sich eine notwendige Beweglichkeit des
~-Tubulins in Form eines grofen Multiproteinkomplexes, auf den in der Folge noch eingegangen
werden soll. In der Summe vereinigt dieses Modell die aus bisherigen Ergebnissen vermutete ge-
meinsame Beteiligung von Motorproteinen und strukturellen mikrotubuliassozierten Proteinen an
der Mikrotubuliorganisation [22]. Unbestritten ist die Notwendigkeit des in einer Ringkomplexar-
tigenstruktur vorliegenden y-Tubulins. Dieser sogenannte «-Tubulin-Ringkomplex (gTuRC) ist
ein hochkonservierter Multiproteinkomplex, welchem nach bisherigen Ergebnissen und Vermu-

tungen bei der Nukleation und Assemblierung eine entscheidende Rolle zukommt.

1.2.2 ~-Tubulin

Das im Zuge genetischer Untersuchungen zur Identifikation von Interaktionspartnern von
B-Tubulin des filamentdsen Pilzes Aspergillus nidulans entdeckte mipA-Gen wurde als y-Tubulin
bezeichnet und in die erweiterte Tubulin-Superfamilie aufgenommen |28, 29|. Nachfolgend wurde
es in einer Vielzahl eukaryotischer Organismen dokumentiert [30] und scheint voraussichtlich in

allen eukaryotischen Organismen aufzutreten.

Sequenzidentitéitsvergleiche zeigten, dass sich die v-Tubulin-Sequenz von den - und S-Tubulin-
Sequenzen unterscheidet. Generell zeigt jedes Tubulin (-, 5- und 7-Tubulin) eine Sequenziden-
titdt von circa 30 % zu den beiden anderen Tubulinen. Als Folge hieraus handelt es sich bei
~v-Tubulin nicht um eine Isoform einer der beiden anderen Tubuline, sondern um ein eigenstén-
diges Mitglied der erweiterten Tubulin-Superfamilie [29]. Die pflanzliche ~-Tubulin-Superfamilie
umfasst mehrere y-Tubulin-Gene. So sind in Arabidopsis thaliana (A. thaliana) fiinf v-Tubulin-
Gene dokumentiert, von denen nur zwei transkribiert werden [31|. Die drei verbleibenden als

Pseudogene zu bezeichnen wére iiberstiirzt, dennoch deuten bisherige Ergebnisse hierauf hin.
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1.2.2.1 Lokalisierung und Funktion

Tatséchlich wurden von Stoppin-Mellet et al. [32] zwei unterschiedlich grofe y-Tubulin-Multi-
protein-Komplexe (0,75 und 1,5 MDa) dokumentiert, die sich auch hinsichtlich ihrer Eigenschaf-
ten stark unterscheiden. So interagiert solvatiertes v-Tubulin mit den «a-,8-Tubulin-Heterodimeren
[24], wohingegen ~-Tubulin-Multikomplexe hdufig im duferen Membranbereich lokalisiert sind.
Vermutlich liegt bei tierischen Zellen ein grofer Anteil des v-Tubulins solvatisiert im Cytosol
vor. Komplexiertes y-Tubulin tritt mengenméfig am haufigsten als gTuRC auf. Ein Centrosom
enthédlt mehr als 50 «-Tubulin-Makromolekiilverbande, so tritt v-Tubulin auch zum geringen Teil

an den TCP-1-Komplex gebunden auf [29].

A i _ B

¥-Tubulin Ringkomplex (yTuURC)

Abbildung 1.5: Tubulinpolymerisation ausgehend vom 7-Tubulin-Ringkomplex

A Aufbauschema des gTuRC zum Mikrotubulus-Wachstum. Die zwei rot hervorgehobenen ~-Tubulin-Dimere
konnten bereits isoliert werden, weitere gTuRC-Interaktionspartner (grau) wurden bisher noch nicht charakte-
risiert. Zur Erstellung des dreidimensionalen Strukturmodells wurden im Zuge der eigenen Arbeit die rontgen-
kristallstrukturanalytischen Daten des humanen y-Tubulins von Aldaz et al. [33] herangezogen (Abbildung 1.5).
Zur Strukturvorhersage wurde die Aminosduresequenz von y-Tubulin aus Nicotiana tabacum (N. tabacum) an
der menschlichen Aminoséuresequenz mit Hilfe des von Edgar [34] entwickelten Algorithmus MUSCLE 3.6
ausgerichtet. Dieses Alignment wurde zur kooperativen Proteinstrukturmodellierung mittels der Software Mo-
deller 9.1 [35] eingesetzt. Die dreidimensionale Darstellung erfolgte durch PyMOL 0.99 (2006) in Verbindung
mit Chem3D Ultra 9.0 (2005) und Discovery Studio 1.6 (2006). Das enthaltene GTP ist beige koloriert. Auf
die Darstellung des enthaltenen Magnesiums wurde verzichtet.

B Eine Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des gereinigten gTuRC (unten) und eines vom gTuRC aus-
gehenden, gereinigten Mikrotubulus (oben). [4, 8, 33|

Der Nachweis der Beteiligung von -Tubulin an der Mikrotubuliorganisation erfolgte zuerst
molekularbiologisch [36], bevor immunochemische Untersuchungen diese bestétigten [37]. Als
gesichert gilt die Beteiligung des «v-Tubulin am ~-Tubulin-Ringkomplex und der Ausbildung der
Mitosespindeln. Dies wird durch die Ergebnisse von Oakley [38] untermauert, da eine Mutation
im y-Tubulin-Gen von Aspergillus nidulans die Assemblierung der Mitosespindel unterbindet mit

letalen Auswirkungen fiir die Zelle.
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1.2.2.2 ~-Tubulin-Ringkomplex

Der Mikrotubulus-analoge Durchmesser mit circa 25 nm sowie die unbekannten akzessorischen
Proteine sprechen dafiir, den -Tubulin-Ringkomplex (gTuRC) als Initialkomplex anzusehen.
Aus den Ergebnissen von Binarova et al. [25], Murata et al. [27] und Pastuglia et al. [31] ergibt
sich fiir pflanzliche Zellen die Notwendigkeit einer mobilen, «-Tubulin vermittelten Entstehung

und Organisation kortikaler Mikrotubuli.

Ein weiteres Modell fiir pflanzliche Zellen beschreibt die Keimbildung nicht als Zusammenla-
gerung der akzessorischen Proteine und dem gTuRC, sondern die Katanin vermittelte Ablésung
des am Minus-Pol gebundenen gTuRC und einem Kinesin gestiitzten Transport zum Plus-Pol des
Mikrotubulus, wo es zu einem erneuten Wachstum mit dem gTuRC als Initiationskeim kommt

(Abbildung 1.6).

iii) @) (o:: ' Katanin p60 Untereinheit
2 -Tubulin-Ringkomplex
progm ) rruvunangons
WM ] PlusPol orientiertes Kinesin
Y,
x Minus-Pol orientiertes Kinesin
@

Tubulin

v m——. ]

Abbildung 1.6: Modell der Mikrotubulinukleation durch Translokation des gTuRC
A Durch die Katanin p60 (p80 nicht dargestellt) vermittelte Abspaltung des gTuRC vom Minus-Pol des Mi-
krotubulus erfolgt die Freisetzung dessen. Ein aktiver, Kinesin gestiitzter Transport zum Plus-Pol mit anschlie-
Render, vom gTuRC ausgehender Nukleation eines ,neuen” Mikrotubulus.
B Ausbildung fraktaler Mikrotubulistrukturen nach einer induzierten Mikrotubuli-Disassemblierung. [8, 20]

Das in Abbildung 1.6 vorgestellte Modell der Mikrotubuliassemblierung ist jedoch noch nicht
riickhaltlos zu akzeptieren, da unter anderem weder die Rolle des v-Tubulins in den MTOCs
vollstéandig geklart ist, noch welche anderen Funktionen es in den Mikrotubuli reguliert. Zumin-
dest bei den tierischen Zellen gilt als gesichert, dass das Protein «-Tubulin sowie weitere damit
interagierende Proteine einen entscheidenden Einfluss auf die Mikrotubuliassemblierung ausiiben
[39]. So zeigten Versuche mit gegen -Tubulin gerichteten Antikérpern eine Unterbindung der
Mikrotubulineubildung [7].

Das erste pflanzliche «-Tubulin Gen wurde 1993 von Fuchs et al. aus Anemia phyllitidis voll-
standig isoliert und sequenziert [40] . Kurz darauf wurden die Sequenzen von Arabidopsis thaliana
[41] und Zea mays [3] ebenfalls aufgeklart. In der Arbeitsgruppe erfolgte die y-Tubulin-cDNA-

Sequenzbestimmung fiir Nicotiana tabacum und Hordeum vulgare durch Schroder et al. [42].
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1.2.2.3 Pflanzenspezifische y-Tubulin-Proteindoménen

Bei strukturellen Untersuchungen wurden von Burns et al. [43] zwei bemerkenswerte Peptidbe-
reiche dokumentiert, die als v-A-Peptid und v-B-Peptid bezeichnet wurden. Bei Studien in der
Arbeitsgruppe wurde eine starke Konservierung dieser Sequenzbereiche innerhalb der Strepto-
phytenlinie beobachtet [44]. Diese beiden, zusammen am C-Terminus gelegenen, pflanzenspezifi-
schen Doménen konnten potentielle Interaktionen mit anderen Proteinen vermitteln und bieten
sich auch als Epitop fiir einen pflanzenspezifischen ~-Tubulin-Antikérper an. Immunochemische
Untersuchungen dieser Bereiche lieferten keine eindeutigen Ergebnisse [45], sodass ein 7-Tubulin-
Antikorper gegen eine als Joshi-Doméne [37] bezeichnete Peptid-Sequenz entwickelt und einge-
setzt wurde. Dieser Sequenzbereich, nahe des N-Terminus (Aminoséure 38-53), zeigte fiir alle
untersuchten phylogenetischen Gruppen eine hohen Grad an Konservierung. Somit ist dieser
Bereich fiir Studien zu pflanzenspezifischen Interaktionspartnern uninteressant, aber fiir die Her-
stellung eines Antikérpers aufgrund seiner Aminosdurekomposition geeignet. In wie weit die
pflanzenspezifischen Doménen entscheidenden Einfluss auf die Tertidrstruktur nehmen und an
potentiellen Interaktionenbeteiligt sind unklar. Hier fiir ist es notwendig das Protein in verhalt-

nisméfbig groferen Mengen fiir biochemische Analysen zur Verfiigung zu haben.

1.3 Proteinexpression

Zur Translation einer Nukleinsduresequenz besteht die Moglichkeit einer in vivo oder in wvi-
tro Strategie. Zellfreie in vitro-Translationssysteme basieren auf nukleinsédurefreien Zellextrakten
bzw. -lysaten. Zu nennen waren hier das Kaninchen-Reticulozyten-Lysat und der Weizenkeimling-
Extrakt von Promega. Bei der in vivo-Expression in Zellen sind die Freiheitsgrade der Systeme

bedeutend grofer, erfordern aber auch einen Zellaufschluss zur Proteinisolation.

1.3.1 Zellbasierte Systeme

Nachteilig ist der relativ hohe Eigenproteinanteil von in wvivo-Expressionssystemen mit circa
20 — 80% |[7]. Dieser Aspekt kann die Darstellung des Zielproteins als ein Tag modifiziertes
Fusionsprotein erfordern, was bei in vitro-Systemen nicht unbedingt erforderlich ist und so je

nach Fragestellung den Kostenvorteil der in vivo-Systeme wieder auftheben kann.

1.3.1.1 Bakterielle Systeme

Neben Bacillus subtilis und Corynebacterium ist Escherichia coli (E. coli) ein verbreitetes bak-
terielles Expressionssystem zur intra- und extrazelluliren Proteinexpression. Ublicherweise wird

die zu exprimierende kodierende Sequenz (CDS) in Form eines high-copy Plasmids in die Zel-
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le eingebracht. Bakterielle Systeme zeichnen sich durch einfache Handhabung, frei skalierbare
Ansatzgrofen und einer daraus resultierenden giinstigen Kosten/Nutzeneffizienz aus. Besonders
fiir strukturbiologische Untersuchungen benttigt man grofere Proteinmengen, aus diesem Grund
finden bakterielle Systeme haufig Verwendung. Bakterielle Systeme verfiigen nicht iiber eine den
Eukaryoten gleichwertige Ausstattung an Chaperonen, was bei der Expression eukaryotischer
Proteine zur Prézipitation der Peptide fiihren kann [46]. Die Co-Expression bakterienendogener
Proteine (wie z. B. Proteindisulfid-Isomerase A) kann bei der Expression 16slicher Proteine von

Nutzen sein [47] und werden auch in der vorliegenden Arbeit Verwendung finden.

1.3.1.2 Hefe Systeme

Fiir die rekombinante Proteinexpression in Hefe sind Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae
(S. cerevisiae) und Kluyveromyces lactis (K. lactis) etablierte Systeme. Methylotrophe Hefesys-
teme (wie z. B. Pichia pastoris) liefern verhéltnisméfig hohe Proteinausbeuten im Bereich von
1 bis 12.000 pg - L™, Auch sind bereits etablierte Hefeexpressionsvektoren verfiighar, die hoch-
gradig regulierte RNA-Polymerase-Promotoren nutzen [48, 49]|. S. cerevisiae und K. lactis sind
aufgrund der lizenzrechtlichen Situation von Pichia pastoris weiter verbreitet, liefern vergleich-
bare Ausbeuten [50] und bieten der Vorteil einer verhdltnisméfig unkomplizierten Proteinsegre-
gation [51]. Auch wurden bereits pflanzliche Tubuline erfolgreich in Hefen exprimiert [52, 53].
Das K. lactis-System ist etabliert und auch fiir Membran-Proteine geeignet, deren Expression

bzw. Faltung héufig sehr problematisch ist [54-57].

1.3.1.3 Pflanzliche Systeme

Eine Expression von Proteinen in pflanzlichen Zellen ist sowohl mit Vor- als auch mit Nachteilen
verbunden. Die Kosteneffizienz, Verfiigbarkeit komplexerer Faltungsmaschinerien und einfache
Skalierbarkeit sind die stédrksten Vorteile pflanzlicher Systeme. Dem gegeniiber steht die pflan-
zentypische Zellwand, die einen Aufschluss unter nativen Bedingungen im Vergleich zu tierischen
Zellen deutlich erschwert, und die verhéltnisméfig lange Dauer bei der Etablierung transge-
ner Linien. Typische Ausbeuten liegen im Bereich von 0,02 - 0,2% der Trockenzellmasse [58].
Vorwiegend finden transgene Pflanzen Verwendung in den Bereichen Cropscience und Impfstoff-

produktion und der Expression von Proteinen mit komplexer Tertidrstruktur [58-60].

Es kann sowohl eine stabile Zell- und Pflanzenlinie [61-63] etabliert, als auch nur eine nicht
stabile, transiente Transfektion |64, 65| durchgefithrt werden. Die Transfektion ist mittels Agro-
bacterium tumefaciens und der sogenannten Genkanone moglich, jedoch ist die Agrobacterium

tumefaciens vermittelte Transfektion technisch einfacher und bedeutend kosteneffizienter.
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1.3.2 Zellfreie Systeme

Die zu translatierende Desoxyribonukleinsdure (DNA) wird je nach in vitro-System linear oder
zirkulér dargeboten. Essentiell ist fiir die Translation ein am 5’-Ende lokalisierter Promotor, an
dem eine Ribonukleinsdure (RNA)-Polymerase anbinden kann. Als Promotor ist der T7-, gegen-
iiber den T3- und SP6- Promotoren, der am haufigsten verwendete. Dies ist durch die Expres-
sionsstérke begriindet. Handelsiibliche Systeme (wie z. B. das Kaninchen-Reticulozyten-Lysat
oder das Weizenkeimling-Extrakt von Promega) liefern Zielproteinausbeuten im Bereich von
2.0 bis 4,0 pug - L™, bei verhiltnismiifig hohen Kosten. Proteine, die posttranslationelle Modifi-
kationen erfordern, sind durch die Kombination der oben genannten Systeme mit mikrosomalen
Membran-Isolaten darstellbar. Die Erweiterung der CDS um eine Tag-Sequenz zur Purifikation
ist bei zellfreien Systemen nicht zwingend notwendig, kann jedoch die Purifikation erleichtern

[58).

1.3.3 Proteinpurifikation

Die Gewinnung von gelostem, aktiven Protein stellt eine der grofsten Herausforderungen an die
Methode der Proteinisolation und -purifikation dar. Zur Isolation und Purifikation grofer Mengen
rekombinanten Proteins bietet sich ein Protein-Tag-vermitteltes Chromatographieverfahren an.
Die Modifikation der cDNA-Sequenz um eine N- oder C-terminale als Tag bezeichnete Sequenz
erfolgt auf molekulargenetischer Ebene [66]. Bei der Auswahl des Tags sind Kriterien wie die
Matrixspezifitdt und -affinitdt sowie die Grofe des Tags zu beachten. Die Grofe des Tags kann
einen stérenden Einfluss auf die Konformation des Zielproteins ausiiben, was bei der Gewinnung

moglichst nativen Proteins beriicksichtigt werden sollte.

Die gebréuchlichste Purifikationstechnik ist die von Porath et al. [67] erstmals beschriebe-
ne Immobilisierte Metallchelat-Affinitéts-Chromatographie (IMAC). Die Wechselwirkungen zwi-
schen den immobilisierten Ubergangsmetallkationen (wie. z. B. Ni?*, Co?*) und den spezifischen
Aminoséureketten bewirken eine Bindung der Proteine an die Matrix. Der Imidazolring der His-
tidinseitenkette zeigt die starksten koordinativen Wechselwirkungen. Hieraus begriindet sich die

Verwendung von Histidin als Tag und Imidazol als Elutionsmittel.

Fiir Studien zu Interaktionspartnern hat sich die Technik der Tandempurifikation weitgehend
durchgesetzt [68]. Hierbei wird die Zielproteinsequenz um zwei Affinitdtstags zur Purifikation
erweitert, die entweder iiber ein geringes Molekulargewicht (wie der Hisg-tag mit circa 0,8 kDa)
oder im Falle groferer Molekulargewichte (wie der GST-Tag mit circa 26 kDa) iiber eine Pro-

teaseerkennungssequenz zur Entfernung verfiigen.
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1.3.4 Posttransriptional Gene Silencing

Beim Posttransriptional Gene Silencing (PTGS) in Pflanzen handelt es sich um einen RNA-
Degradationsmechanismus, der groke Ahnlichkeiten mit der Ribonukleinsiure-Interferenz (RNAi)
in tierischen Zellen aufweist. So ist in beiden Prozessen eine doppelstrangige RNA, diverse RNA-
Polymerasen und -Helicasen sowie Proteine mit PAZ- und PiWi-Doménen involviert. So unter-
scheidet sich PTGS von der RNAi bzgl. der pflanzenspezifischen Gene SGS8 und MET1, welche
in Caenorhabditis elegans nicht vorhanden sind und bei der RNAi nicht vorkommen. Auch zeig-
ten alle bisher untersuchten A. thaliana Mutanten mit verminderter PTGS-Aktivitdt eine stark
erhohte Anfalligkeit gegeniiber dem Cucumber Mosaic Cucumovirus (CMV). Dies ldsst auf eine
Partizipation des PTGS-Mechanismus bei der Pathogenabwehr schliefsen [69]. Viele Viren, wie
z. B. das Tomatenzwergbusch-Virus (TBSV), haben Strategien zur Umgehung dieses Abwehr-
mechanismus entwickelt. So wurde, neben vielen anderen Proteinen das Protein p19 als star-
ker PTGS-Supressor identifiziert |70, 71|. Eine technische Anwendung findet dieses Suppressor-
Protein vor allem bei der Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) vermittelten transienten
Expression. Die Co-Expression solch viral-kodierter PTGS-Supressorproteine erméglicht Steige-
rungsraten bei der Expression des Zeilproteins von bis zu 5000% [70]. Die Steigerung der Ausbeute
héngt jedoch auch sehr stark von dem zu exprimierenden Protein ab und generelle Aussagen sind
schwer zu treffen [72|. So spielen vermutlich auch die Anzuchtsbedingungen (wie z. B. Licht) eine

Rolle bei der RNA-Degradation |73].

1.3.5 Posttranslational Modifications

Die als Posttranslational Modifications (PTMs) bezeichneten Protein-Verdnderungen nehmen
auf die Proteinstruktur, -aktivitdt sowie -stabilitdt und so in vielen regulatorischen Prozessen
entscheidenden Einfluss. In pflanzlichen Zellen wéren als Modifikationen vorallem Redox gesteu-
erte (wie S-Nitrosylation, S-Glutathionylation, etc.), Glykosilierungen, Ubiquitinylierung und
Phosphorylierung zu nennen, da dies die héufigsten Modifikationen sind. Die reversible Protein-
Phosphorylierung ist einer der Hauptregulationsmechanismen und betrifft neben dem Zellzyklus
auch den Metabolismus, Hormonhaushalt, Zellentwicklung und Zytokinese. So verfiigt Arabi-
dopsis thaliana iber 1100 Protein Kinasen, wo hingegen im menschlichen Genom nur circa 500
Kinase-Gene enthalten sind. Wie bereits gezeigt spielt der Protein-Phosphorylierung bei der

Regulation der Mikrotubuli eine essentielle Rolle.

14



Einleitung

Die Regulation zelluldrer Prozesse erfolgt jedoch nicht nur durch Modulation der Aktivitét
regulatorischer Proteine, sondern auch durch eine kontrollierte Proteindegradation |74]. Ein zen-
trales proteolytisches System in eukaryotischen Zellen ist der Multiproteinkomplex des 26S-
Proteasoms. Dieser Multiproteinkomplex ist nicht nur in die Degradation fehlgefalteter oder
beschadigter Proteine involviert, sondern auch in die kontrollierte Degradation regulatorischer
Proteine. Zur regulierten Degradation wird das Zielprotein am C-Terminus um ein 76 Aminoséure

lange Ubiquitin-Sequenz erweitert, was das Zielprotein dem Proteasom zufiihrt.
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Material und Methoden

2.1 Zell- und Pflanzenkultivierung sowie Gentransfer

2.1.1 Steriles Arbeiten und Sterilisation von Labormaterialien

Alle zellbiologischen Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen zur Vermeidung von Konta-
minationen. Hierzu wurden die Arbeiten (z. B. An- und Uberimpfen von Kulturen) unter einer
Laminar Air-Flow Sterilbank durchgefiihrt. Losungen, Medien sowie hitzestabile Materialien wur-
den autoklaviert. Hitzesensitive Losungen wurden durch eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)- bzw.
Celluloseacetat-Membran mit einer Porengréfe von 0,22 pm sterilfiltriert. Hitzeunempfindliche
Mehrwegglasgerite wurden fiir ca. 3 Stunden bei 180 Grad Celsius (°C) im Trockenschrank steri-
lisiert. Nach Versuchsende wurden alle mit gentechnisch verdnderten Organismen kontaminierten

Materialien, Gerate und Losungen autoklaviert und sachgerecht entsorgt.

2.1.2 Vektorsysteme und Selektionsfaktoren

Es wurde eine Klonierungsstrategie mit der Verwendung von Restriktionsenzymen entwickelt
entsprechend der technischen Moglichkeiten des Labors und der Vektoren. Eine Rekombinase
basierte Klonierung wurde aufgrund der mangelnden Kosteneffizienz nicht in Betracht gezogen,
obwohl die Rekombinase in Bezug auf die Transformations-Effizienz als deutlich {iberlegen einzu-
stufen ist. Die gewéhlte Strategie erforderte (zum Teil) den Einsatz eines Subklonierungsvektors,
um die y-Tubulin-cDNA-Vollldngensequenz in einen Expressionsvektor einzubringen. Dies war
notwendig, da eine direkte Klonierung des modifizierten ~-Tubulin-cDNA-Vollldingenamplifikats
in einen Expressionsvektor nicht darstellbar ist. Alle verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.1

gezeigt. Die Lagerung der Plasmid erfolgte bei -80 °C.

Tabelle 2.1: Plasmide

Zweck Bezeichnung Merkmale Referenz
Subklonierun pJET1.2/blunt  AmpQR, linearisiert, stumpfe MCS Enden [75]
£ pGEM-T AmpR | linearisiert, an beiden 3’-Enden ein Thymidin Uberhang  [76]
pET-44a(+) Amp®, Pr7::MCS::Hisg [77, 78]
pETMM20 TrxA
pETMM30 GST
E. coli Expression pETMM40 MBP
’ P pETMM50 Kan®, Ppy:: DsbA <TEV:MCS [79]*
pETMM52 1IDsbA
pETMMS80 DsbC
pETMMS82 1IDsbC
. . pKLAC1 Amp®, Py acapir 3:0-MF::MCS, AmdS [56]
K. lactis Expression 1y A1 malE  AmpR. Ppacappr 5:a-MF:MBP, AmdS
pMDC7 Spcl, Pavio-90:XVE::PorLEx.46::MCS, Hygl [80, 81]
Pflanzen Expression  pCATgfp AmpR, Py355::GFP [82]
pPZPnpt Spck, MCS, Kan® [83]

T Alle pETMM Vektoren entstammen dem pET-24d Vektor, und sind Modifikationen der pETM-Baureihe.
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Alle verwendeten Vektoren enthielten mindestens ein Gen zur Selektion. Wenn moglich wurden
Vektorkombinationen mit orthogonalen Resistenzgenen verwendet um Kreuzkontaminationen zu
unterbinden. Die einzelnen Resistenzgene und deren Wirkungsweise sollen im Folgenden kurz
vorgestellt werden.

Das bla-Gen (als Amp® bezeichnet) kodiert fiir eine S-Lactamase. In wachsenden Bakteri-
enzellen besteht ein Gleichgewicht zwischen der Wirkung von Enzymen, die das bestehende
Mureinnetz spalten und Enzymen, die unter Einfligung neuer Mureinbausteine die entstandenen
Spaltstellen wieder schliefsen. Die Hemmung des Mureineinbaus durch Ampicillin verschiebt das
Gleichgewicht auf die Seite der spaltenden Enzyme und es erfolgt die fiir die Zelle tédliche Lyse.
Entsprechend wirken S-Lactam-Antibiotika auf nicht transformierte E. coli Zellen, die ohne die
vektorstandige [-Lactamase in ihrem Wachstum inhibiert sind [84-86].

Das nptlI-Gen (Kan®) kodiert fiir eine Neomycin-Phosphotransferase. Die Neomycin-Phospho-
transferase ist eine Aminoglycosid-3’-Phosphotransferase des Typs II (APH(3’)II), die die ATP-
abhéngige Phosphorylierung der 3’-Hydroxyl-Gruppe des Aminohexose-Rings bestimmter Ami-
noglycosid-Antibiotika katalysiert und sie damit inaktiviert. Das Enzym zeichnet sich durch eine
hohe Substratspezifitit aus [87]. Kanamycin wirkt auf grampositive wie -negative Bakterien [86]
durch Inhibierung der Proteinbiosynthese via Interaktion mit der ribosomalen 30S Untereinheit
und gehort zu den bakteriostatischen Antibiotika [85].

Das aadA-Gen (Spct) stammt aus dem Plasmid R538-1 von E. coli und kodiert fiir eine
Streptomycin-Adenyltransferase. Die Streptomycin-Adenyltransferase modifiziert die 3"-OH Po-
sition des Streptomycin-N-methyl-L-glucosamin-Rings bzw. eine 9-OH Position des Spectinomy-
cins [87]. Spectinomycin wirkt bakteriostatisch auf aerobe gramnegative und -positive Bakterien
durch Hemmung der Translokation der Peptidyl-tRNA von der A- zur P-Stelle [86].

Das ¢mR-Gen (Cam®) stammt aus dem Transposon Tn9 und kodiert fiir eine Acetyltransfera-
se, die eine Acetyl-CoA-abhéngige Acetylierung des Antibiotikums Chloramphenicol katalysiert
und damit dessen antibakterielle Wirkung aufhebt [87]. Die baktoeristatische Wirkung des Chlo-
ramphenicols resultiert aus der Hemmung der Proteinbiosynthese durch Bindung an die 50S
Untereinheit [85].

Das hph-Gen (Hyg®) stammt aus E. coli und kodiert fiir eine Hygromycin-Phosphotransferase.
Diese inaktiviert spezifisch das Antibiotikum Hygromycin durch Phosphorylierung. Andere
Aminoglycosid-Aminocyclitol-Antibiotika wie Kanamycin oder Geneticin werden nicht umge-
setzt. [87]. Hygromycin B ist wirksam sowohl gegen Pro- als auch Eukaryotenzellen. In Proka-
ryoten inhibiert Hygromycin die bakterielle Translation durch Interaktion mit der 16S-rRNA.
In Eukaryoten hemmt das Antibiotikum das Spleifsen spezieller Introns und bei der Translati-
on die Translokation der wachsenden Peptidkette, mdglicherweise durch frithes Freisetzen der

Peptidyl-tRNA, wodurch es zu Lesefehlern und Kettenabbriichen kommt [85].
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Aus Griinden der thermodynamischen Stabilitiat wurden alle Selektionsfaktor-Stammlésungen

bei -20 °C gelagert. Die verwendeten Massenkonzentrationen sind Tabelle 2.2 zu entnehmen.

Tabelle 2.2: Verwendete Selektionsfaktor-Stammldsungen

Massenkonzentration

Organismus Substanz Loésungsmittel im Medium,pg,/ml
Ampicillin-Natriumsalz sddH20 100
Chloramphenicol EtOH 25
E. coli Kanamycin-Sulfat sddH2O 50
’ Spectinomycin-Dihydrochlorid ~ DMSO/sddH20 (1:1) 100
Streptomycin-Sulfat sddH20 200
Tetracyclin-Hydrochlorid EtOH/sddH20 (1:1) 30
K. lactis Acetamid sddH20 1.17x10%
Chloramphenicol EtOH 25
Gentamycin-Sulfat sddH20 25
A. tumefaciens Kanamycin-Sulfat sddH20 50
’ Rifampicin DMSO/sddH20 (1:1) 150
Spectinomycin-Dihydrochlorid ~ DMSO/sddH20 (1:1) 100
Streptomycin-Sulfat sddH20 100
Hygromycin B sddH20 35
A. thaliana und N. benthamiana  Kanamycin-Sulfat sddH20 50
Phosphinothricin sddH2O 3

2.1.3 Bakterienkultivierung

Die Kultivierung der in Tabelle 2.3 benannten Mikroorganismen erfolgte ausschliefilich in La-

boren der Sicherheitsstufe 1. Zur Lagerung wurden die Mikroorganismen in 65 Vol.-% Glycerol

aufgenommen und bei bei -80°C eingefroren.

2.1.3.1 Bakterienstamme

Alle zur Klonierung bzw. Expression genutzen F. coli- sowie A. tumefaciens-Stdmme sind in

Tabelle 2.3 mit ihrem Genotyp aufgefiihrt.

Tabelle 2.3: Merkmale der verwendeten E. coli bzw. A. tumefaciens

Stamm Genotyp Referenz

DHb5« F~ endAl hsdR17 (r, mZ) supE44 thi-1 A\~ recAl gyrA96 relAl deoR (88]
A(lacZYA-argF) U169 ®80lacZAM15

2T1R Survival F~ mrcA A(mrr hsdRMS merBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 [89]
Alara, lew)7697 galU galK rpsL (Strf?) endAl nupG fhuA::1S2

BL21(DE3) F~ ompT hsdSp(rg, myg) gal dem (DE3) [90, 91]

BL21(DE3)pChaper BL21 (DE3) Hsp60/GroEL [92]

BL21(DE3)Origami A(ara, lew)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK (93, 94]
rpsL F’[lact lacl? pro] (DE3) gor522:Tnl0 treB (Kan®, StrR, TetR)

BL21(DE3)Rosetta F~ ompT hsdSp(rg, my) gal dem pRARE (CamP) [94]

BL21(DE3)Rosetta-gami  A(ara, leuw)7697 AlacX74 AphoA Puvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL [93, 94]
F’llact lacl? pro] (DE3) gor522::Tnl0 trzB pRARE (Cam®, Kan®, Str®, TetR)

LBA4404 Ach5 pTiAch5AT (RifR, StrR) [95-97]

GV3101(pMP90) C58 (Riff, Gen®) NOP [97-101]

C58C 1-rif(pTiC58) C58 (Riff) NOP (97, 100-102]
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2.1.3.2 Anzucht und Niahrmedien

Die Medien wurden gemifs der bakterienspezifischen Selektionsmarker (Tabelle 2.3) und der
durch Transformation zusétzlich erworbenen Resistenzen mit den in Tabelle 2.2 angegebenen An-
tibiotikamengen versetzt. Die Anzucht der Bakterienkulturen erfolgte im Schiittelwasserbad bei
140 Umdrehungen pro Minute (rpm). E. coli wurden bei 37 °C in Lysogenie Komplexndhrmedium
(LB) [103] modifiziert nach Miller [104] angezogen. A. tumefaciens wurde hingegen bei 28 °C in
YEB-Medium kultiviert. Bakterien fiir Dauerkulturen wurden in SOC-Medium angezogen. Fiir
Ausstriche wurde den Nahrmedien vor dem Autoklavieren 1,5 Gew.-% Bacto-Agar zugesetzt.

Ausstriche wurden fiir 16 bis 20 Stunden im Trockenbrutschrank inkubiert.

Tabelle 2.4: Zusammensetzung der Nahrmedien zur Bakterienanzucht

LB YEB SOC

Bacto-Trypton 1,0 Gew.-% Fleisch-Extrakt 0,5 Gew.-% Bacto-Trypton 2,0 Gew.-%

Bacto-Hefeextrakt 0,5 Gew.-% Bacto-Pepton 0,5 Gew.-% Bacto-Hefeextrakt 0,5 Gew.-%

NaCl 171,1 mM Bacto-Hefeextrakt 0,1 Gew.-% MgCly * 6 HoO 9,8 mM
Saccharose 14,6 mM NaCl 8,6 mM
MgSO4 x 7 HoO 2,0 mM KCl 2,7 mM

pH =170 pH = 7,2 pH =170

2.1.3.3 Herstellung kompetenter E. coli

Diese Methode basiert auf dem von Cohen et al. [105] vorgestellten Protokoll zur Pripara-
tion kompetenter E. coli, mit der Transformations-Effizienzen von 106 — 10® erreichbar sind.

Zur Herstellung kompetenter E. coli

Tabelle 2.5: Medien zur Praparation RbCl-kompetenter E. coli wurden 400 ml frisches LB-Medium
TFB I TFB 11 (Tabelle 2.4) mit 2 ml einer E. coli
Ubernachtkultur angeimpft und bei
Kalium-Acetat 30,0 mM Pipes 10,0 mM

RbCl 100,0 mM CaCly 75,0 mM 37 °C und 140 rpm inkubiert. Die

MnCly * 4 HoO 50,0 mM RbCl 10,0 mM . .
CaCly 10,0 mM Glycerol 15,0 Vol.-% Kultur wurde nach Erreichen einer
Gl 1 15,0 Vol.- . . .
yeero 0 Vol-% Optische Dichte (ODggo) von 0,8 bei
pH =58 pH — 65 A = 600 nm auf Eis abgekiihlt und da-
Die Puffer wurden bis zum Gebrauch bei -20 °C aufbewahrt. nach fiir 5 Minuten bei 4.000zg und 4

°C abzentrifugiert. Das Bakterienpel-
let wurde anschliefend in 20 ml TFB I Puffer (Tabelle 2.5) resuspendiert und nach 5 Minuten auf
Eis erneut fiir 5 Minuten bei 3.000xg und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann vorsichtig
in 2 ml TFB II resuspendiert, in Aliqouts von 50 pl in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
abschlieffend bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.
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2.1.3.4 Hitzeschock vermittelte Transformation von E. coli

Die Transformation kompetenter E. coli erfolgte nach den Protokollen von Hanahan [106] sowie
Pope und Kent [107|. Hierzu wurden 50 pl einer Suspension kompetenter E. coli mit 25 fmol des
einzubringenden Plasmids fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem 45 Sekunden dauernden
Hitzschock bei 42°C erfolgte eine kurze Inkubation auf Eis bevor 200 nl SOC-Medium (Tabelle
2.4) zugegeben wurden. Die nachfolgende 90 miniitige Inkubation erfolgte bei 37 °C in einem

Schiittelwasserbad.

Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgte auf Basis von dem verwendeten Vek-
torsystem und der darin enthaltenen Resistenzgene. Vektoren die iiber kein differenziertes Sys-
tem zur Detektion einer Insertion (z. B. Blau-Weiss Selektion) verfiigten, wurden auf einer LB-
Selektionsfaktor-Agarplatte ausgebracht und fiir 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Dies fiihrte zu
einem grofteren Probenumfang, da Vektorselbstligationen oder Insertionen kleiner unspezifischer
Fragmente nicht von Klonen mit korrekten Insertionen zu unterscheiden waren. Die entstandenen

Kolonien wurden mittels einer PCR auf mogliche Insertionen untersucht.

2.1.3.5 Blau-Weiss Selektion des pGEM-T-Vektorsytems

Die Ligation eines Tag-Polymerase Amplifikats erfolgte beim pGEM-T-Vektor in eine Multiple
Klonierungsstelle (MCS), die in einem [-Galactosidase (lacZ) Gen liegt. Bei einer erfolgreichen
Insertion in die MCS ist das Enzym nicht mehr zur katalytischen Hydrolyse des exogenen, arti-
fiziellen und chromogenen 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-3-D-Galactopyranosid (X-Gal) im Stande.
Somit bleiben Kolonien mit modifizierter S-Galactosidase im Wachstumsverlauf weif. Kolonien
die einen Vektor mit keinem oder nur einem kleinen — den Leserahmen nicht verschiebenden — In-
sert tragen, zeigen aufgrund der Umsetzung des X-Gal eine sich akkumulierende blaue Farbung.
Die Expression der S-Galactosidase wird durch Isopropyl-8-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) in-

duziert.

Im Vorfeld eines Transformationsvorhabens wurden auf einer LB-Ampicillin-Agarplatte 40 nl
einer X-Gal- und 8 pl einer IPTG-Stammlésung (Tabelle 2.6) ausgespatelt und fiir
30 Minuten bei 37 °C im Tro-

ckenbrutschrank vorinkubiert. Die Tabelle 2.6: Stammldsungen zur Blau-Weiss-Selektion

transformierten FE. coli wurden auf  X-Gal-Stammlésung IPTG-StammlSsung

der mit X-Gal und IPTG vor-

X-Gal 50,0 mM IPTG 100,0 mM
bereiteten LB-Ampicillin-Agarplat-  N,N-Dimethylformamid —Ldsungsmittel

te ausgestrichen und fiir 16 Stunden
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bei 37 °C inkubiert. Die Instabilitat des X-Gal gegeniiber Licht erforderte eine Inkubation im
Dunkeln. Weifse Einzelkolonien wurden entnommen, auf einer frischen LB-Ampicillin-Agarplatte
weiter kultiviert und mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) hinsichtlich méglicher Insertio-

nen untersucht.

2.1.3.6 Lethalfaktor Selektion des pJET1.2/blunt-Vektorsystems

Die MCS ist bei diesem System in der CDS der Restriktions-Endonuklease eco47IR einge-
bettet. Die Restriktions-Endonuklease steht unter Kontrolle eines modifizierten, IPTG unab-
héngigen lac-Promoters. Im nativen Zustand erkennt das Enzym eine doppelstrangige DNA-
Sequenz, bindet und zerschneidet diese [108]. Erfolgt nun die Insertion eines Amplifikats grofer
als 50 Basenpaare (bp) oder eines kleineren, das zu einer Leserasterverschiebung fiihrt, ist die
Restriktions-Endonuklease funktionslos und die E. coli Zellen kénnen hiervon unbeeintrichtigt
auf dem Selektionsmedium wachsen. Erfolgt keine oder eine kleine Insertion, die das Leseraster

nicht verschiebt, fiihrt dies zum Absterben der Zelle.

Der Transformationsansatz wurde auf einer LB-Ampicillin-Agarplatte ausgebracht und fiir
16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Entstandene Kolonien wurden weiter kultiviert und mittels

PCR hinsichtlich méglicher Insertionen untersucht.

2.1.3.7 Chloramphenicol Selektion pflanzenspezifischer Vektorsysteme

Zur Steigerung der Transformationseffizienz, durch Reduktion falsch-positiver Klone, wurde die
MCS pflanzenspezifische bindre Expressionsvektoren der pPZP /AlcR/AlcA-Reihe um ein Chlo-
ramphenicolResistenzgen erweitert. Die Transformanten wurden entsprechend den vektorspezifi-
schen Resistenzgenen (Tabelle 2.1) auf LB-Selektions-Agarplatten ausgebracht und fiir
16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Einzelne E. coli-Kolonien wurden dann auf einer analogen
LB-Selektions-Agarplatte sowie einer LB-Chloramphenicol-Agarplatte unter gleichen Bedingun-
gen weiter kultiviert. Transformierte E. coli, die dann auf einer LB-Chloramphenicol-Agarplatte
nicht wuchsen, enthielten einen Vektor mit modifizierter MCS und sollten via PCR hinsichtlich

des Integrats untersucht werden.

2.1.3.8 Priparation und Transformation kompetenter A. tumefaciens

Die Praparation und Transformation kompetenter A. tumefaciens erfolgte nach der von Hdf-
gen und Willmitzer [109] vorgestellten Frier-Tau-Methode. 200 ml LB-Medium wurden mit 1 ml
einer A. tumefaciens-Suspension angeimpft und fiir 16 Stunden bei 28 °C und 140 rpm inku-

biert. Bei Erreichen einer ODggg von 0,7 wurde die Suspension fiir 10 Minuten bei 5.000zg und
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22 °C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde mit sterilem TE-Puffer [Tris 10,0 mM; EDTA
1,0 mM; pH = 7,5] gewaschen, bevor es in 20 ml frischem LB-Medium resuspendiert und zu
500 pl aliquotiert wurde. Die Bakterien-Aliquots wurden in fliissigem Stickstoff schockgefro-
ren und bei -80 °C gelagert. Zur Transformation wurden die kompetenten A. tumefaciens mit
150 - 750 fmol des einzubringenden Plasmids auf Eis aufgetaut und fiir weitere 5 Minuten auf
Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut in fliissigem Stickstoff schockgefroren, bevor sie
flir 5 Minuten im Schiittelwasserbad bei 37 °C aufgetaut wurden. Nach der Zugabe von 0,8 ml
LB-Medium erfolgte eine Inkubation fiir 4 Stunden bei 150 rpm und 22 °C. Je 200 ul der Zell-
suspension wurden auf LB-Selektions-Agarplatten ausgestrichen und fiir 48 Stunden bei 28 °C
im Trockenbrutschrank inkubiert. Finzelne A. tumefaciens-Kolonien wurden auf eine frische LB-
Selektions-Agarplatten iiberfithrt, 24 Stunden bei 28 °C inkubiert und mittels PCR hinsichtlich

einer erfolgreichen Transformation untersucht.

2.1.4 Hefekultivierung

Die Hefekultivierung erfolgte ausschlieflich in Laboren der Sicherheitsstufe 1, die Lagerung der
Dauerkulturen bei -80 °C in 65 Vol.-% Glycerol.

2.1.4.1 Anzucht und Nahrmedien

Zur Kultivierung des K. lactis GG799 Hefestammes wurden nur Nahrmedien (Tabelle 2.7) ver-
wendet, die nicht Alter als 2 Wochen waren. Die Anzucht der K. lactis

Zellen erfolgte in YPD-Medium
iiber 24 Stunden bei 30 °C Tabelle 2.7: Medien zur Hefenkultivierung

und 140 rpm im Schiittelwas-

YPD YCB
serbad. Transformanten wur-
Bacto-Pepton 2,0 Gew.-% YCB Trockenmedium 1,17 Gew.-%
den ausschlieflich in YCB-  Bacto-Hefeextrakt 1,0 Gew.-% NaH,POy 15,0 mM
. . Glucose 111,0 mM NaoHPO4 15,0 mM
Néahrmedien unter analogen
pH =175 pH =7,0

Bedingungen kultiviert. Fiir

Ausstriche wurde den Nahrme-
dien 2,5 Gew.-% Bacto-Agar vor dem Autoklavieren zugesetzt. Ein Ausstrich erfolgte nur auf

frische Platten und wurde fiir 24 bis 48 Stunden bei 37 °C im Trockenbrutschrank inkubiert.

2.1.4.2 Transformation und Selektion transgener K. lactis

Zur Transformation des K. lactis GG799 Hefestammes wurden 5 ml YPD-Medium mit einer
Dauerkultur angeimpft und fiir 16 Stunden bei 200 rpm und 30 °C inkubiert. Zur Bestim-

mung der Zellkonzentration wurden 10 pl der Hefezellsuspension in 990 pl steriles bidestilliertes
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Wasser (sddH20) aufgenommen und die ODgoo gemessen. Wie auch fiir viele andere Hefestamme
galt hier folgender Zusammenhang, dass eine ODggp von 0,1 niherungsweise 1 x 106 Zellen pro
ml entspricht [50]. Aus einer Ubernachtkultur wurden 2,5 x 10® Zellen in 50 ml frisches YPD-
Medium iiberfiihrt, was einer finalen Zellkonzentration von 5,0 x 10% Zellen pro ml entsprach.

Die Zellen wurden fiir 3 bis 5 Stunden bei 200 rpm und 30 °C inkubiert, so dass es ihnen mdoglich
war, mindestens 2 Teilungszyklen zu durchlaufen und gentigend Zellmasse fiir 10 Transformatio-
nen zu liefern. Sobald eine ODgyg von 0,7 erreicht war, wurde die Zellsuspension fiir 5 Minuten
bei 3.000zg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 25 ml sddHoO gewaschen und in 1 ml sddH2O
resuspendiert. Die Zellen wurde fiir 30 Sekunden bei 11.000zg in einer Tischzentrifuge abzen-
trifugiert und in 1,2 ml TE/LiAc Puffer (Tabelle 2.8) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
zu je 100 pl alliquotiert und die Zellen erneut fiir 30 Sekunden bei 11.000zg abzentrifugiert.

Die Zellen wurden zur Transformati-

Tabelle 2.8: Losungen zur Préparation kompetenter Hefen on mit 600 pl TE/LiAC/PEG—Puffer
n 1 einer zuvor fiir 5 Minu-
TE/LiAc TE/LiAc/PEG und 50 pl einer zuvor fir 5 U
ten bei 95 °C gekochten und anschlie-
Tris 10,0 mM Tris 10,0 mM

EDTA 10,0 mM EDTA 10,0 mM fend auf Eis abgekiihlten, 2 mg/ml

Lithium-Acetat  150,0 mM Lithium-Acetat 150,0 mM .
PEG 4000 36,0 Gew.-% konzentrierten DNA Probe aus He-
bH = 7.5 bH = 7.5 ringssperma versetzt. Die Transfor-

mation erfolgte mit 1 pg lineari-
Die Puffer wurden bis zum Gebrauch bei 4 °C aufbewahrt. siertem pKLACI-Vektor in maximal
15 pl Volumen. Nach einer Inkubationsdauer von 30 Minuten bei 30 °C wurden 70 pl
Dimethylsulfoxid (DMSO) hinzugegeben und ein Hitzeschock fiir 15 Minuten bei 42 °C mit
abschlieffender Abkiihlung auf Eis durchgefithrt. Die Zellen wurden bei 7.000zg fiir 2 Minu-
ten zentrifugiert und in 1 ml YPD-Medium resuspendiert, anschliefend erneute 30 Minuten bei
250 rpm und 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden durch die Zentrifugation fiir 2 Minuten bei
7.000zg pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml sddH,O resus-
pendiert. Von der Zellsuspension wurden 50, 200 und 500 ul auf je einer mit 5 mM Acetamid
versetzten YCB-Agar-Platte ausgebracht. Nur transgene Zellen, die das amdS Gen exprimierten,

waren in der Lage auf dem stickstofffreien Minimalmedium zu wachsen, in dem sie Ammoniak

als Stickstoffquelle fiir deren Metabolismus aus Acetamid erschliefsen konnten.
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2.1.5 Pflanzenkultivierung

Die gesamte Pflanzenkultivierung erfolgte in den Anzuchtsrdumen des Instituts bei 20+2 °C unter
den in Abbildung 2.7 dargestellten Lichtverhéltnissen. Die Leuchtfelder sind mit L36/20W hell-
weif Leuchtstoffrohren der Marke Osram bestiickt und auf Langtag geschaltet (15 Stunden Hell-
zu 9 Stunden Dunkelphase). Zur Uberwachung des Insektenbefalls wurden Kombi-Gelbtafeln
(Bayer CropScience Deutschland GmbH, Langenfeld) in relativer Ndhe zu den Pflanzen ange-
bracht, zusétzlich erfolgte eine tégliche Sichtpriifung der Pflanzen auf Schidlingsbefall. Experi-

mente mit transgenen Pflanzen wurden in einem Anzuchtsraum der Sicherheitsstufe 1 ausgefiihrt.
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Abbildung 2.7: PPFD-Verteilung in den Pflanzenanzuchtsrdumen

Die Photosynthetische Photonenflussdichte (PPFD) wurde mittels eines LI-COR Quantum/Radio/Photometers
Modell LI-189 in Verbindung mit einem LI-1000 Multiplier Quantum in den Rdumen -2 114 (A) sowie -2 126
(B) gemessen. Eine Isophote (—) kennzeichnet Bereiche mit 70,0 uE -s~'-m™2. Die Messpunkte lagen je
10,04+0,5 cm von einander entfernt und die Messhéhe betrug 15,0+0,5 cm iiber der Tischplatte. Die Variation
der Lichtintensitit Az.ps betrug 0,840,05 pE - s~' - m™2 pro em. im Bereich von 10,0 bis 30,0 cm iiber der
Tischplatte. Vereinzelte Kontrollmessungen ergaben eine Schwankung von Azaps£3 pE - s~' - m™2 iiber einen
Zeitraum von 4 Monaten.

2.1.5.1 Anzucht in Sterilkultur

BY-2 Zellsuspensionskultur Die Kultivierung der BY-2 Zellsuspensionskultur wurde in den
Laboratorien des heutigen Tobacco Science Research Laboratory der Japan Tobacco Inc. aus dem
Kallus eines N. tabacum Samlings gewonnen [110]|. Kennzeichen dieser Zelllinie ist die hohe Ho-
mogenitdt und Teilungsaktivitét [5]. Die Bright Yellow-2 (BY-2)-Zellsuspensionskultur bot sich
zur Gewinnung der v-Tubulin-Boten-Ribonukleinsdure (mRNA) an, da im Vergleich zu differen-
zierten Tabakpflanzen diese iiber einen héheren mitotischen Index verfiigt und y-Tubulin auch in

hoherem Mafke exprimiert (unverdoffentliche Daten der Arbeitsgruppe).
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Tabelle 2.9: Medien zur Pflanzenkultivierung Als Ndhrmedium kam ein nach Na-

gata et al. modifiziertes LS-Medium

Stammlésung LS-Medium MS-Medium .
& [5, 111] zum Einsatz (Tabelle 2.9).
NH4NO3 2054 mM 2054 mM 5 ] einer BY-2-Erhaltungskultur
KNO3 1879 mM  187,9 mM
I (10fach) CaCly 299 mM 299 mM wurden wochentlich in 25,0 ml LS-
MgSOg4 15,0 mM 15,0 mM . ) )
KH,POy 270 mM 125 mM Nahrmedium im 100 ml Erlen-
MnSO4 10,0 mM 100 mM meyerkolben iiberimpft und im Kli-
H3BO3 100 mM 10,0 mM
ZnSOy4 299 mM 299 mM makonstantraum auf einem Rota-
IT (100fach) KI 050 mM 050 mM ) . ) . )
NasMoOy 0,10 mM 0,10 mM tionsschutteltisch bei 100 Ir'pm 1m
CoCla 10,5 M 10,5 M .. .
CuSO4 100 uM 100 M Dunkeln angezogen. Fiir eine Ver-
Glycin _ _ 266 mM suchskultur wurden 1,0 ml einer
Nicotinsdure - - 4,06 mM .
ITI (1000fach) Pyridoxin HCl - i 205  mM Erhaltungskultur in 25,0 ml LS-
Thiamin HCl 3,0 oM 030 mM Medium iiberimpft und fiir 96 Stun-
FeSO4 10,0 mM 10,0 mM . .
IV (100fach) EDTA 100 mM 100 mM den unter analogen Bedingungen in-
myo-Inosit 056 mM 056 mM kubiert. Eine Kultivierung als lang-
Additive Saccharose 87,6 mM 87,6 mM
2,4-Di 045 oM - ) sam wachsender Kallus auf verfes-

tigtem LS-Gelrite (2,5 Gew.-%) war

t Die Losungen I bis IV wurden entsprechend den Angaben in den
Klammern zu einer finalen einfachen Konzentration verdiinnt. Die ebenfalls méglich und wurde zur Si-
Konzentrationsangaben der Inhaltsstoffe beziehen sich auf die je-
weiligen Stammlosungen. Die Konzentrationsangaben der Additive
beziehen sich auf das fertige Medium.

cherung der Kultur praktiziert.

¥ 2,4-D wurde nur dem Versuchskulturmedium zugesetzt. Pflanzensamen Die Aussaat von

Pflanzen erfolgte stets in Sterilkul-

tur auf 1/2 MS-Gelrite (2,5 Gew.-%)
[112] (Tabelle 2.9) angezogen bevor sie auf Erde bzw. einem Tonsubstrat weiter kultiviert wur-
den. Hierzu war eine Oberflichensterilisation erforderlich. Die Sterilisation der A. thaliana Sa-
men erfolgte mit Ethanol und Natriumhypochlorit, Nicotiana benthamiana (N. benthamiana)
und N. tabacum Samen nur mit Natriumhypochlorit. Zur Beendigung der Samenruhe wurden

angefeuchtete A. thaliana-Samen vor der Oberflachensterilisation fiir 3 Tage bei 4 °C gelagert.

Ethanol-Oberflachensterilisation der A. thaliana Samen Hierzu wurden ca. 200 bis 500
A. thaliana Samen in eine 70 Vol.-%ige Ethanol (EtOH)-Losung gegeben und fiir 5 Minuten
geschiittelt. Nachfolgend wurden die Samen fiir 10 Minuten in einer 10 Vol.-%igen Natriumhy-
pochlorit-Losung inkubiert und anschliefsend dreimal fiir 5 Minuten in sddHsO gewaschen. Zur
Selektion transgener Samen wurden die oberflichensterilisierten Samen auf 1/2 MS-Selektions-
Gelriteplatten ausgebracht (Tabelle 2.2 und 2.9). Die Platten wurden mit M Micropore Klebe-

band verschlossen, was einen Gasaustausch unter sterilen Bedingungen erméglichte.
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Natriumhypochlorit-Oberflichensterilisation der Tabaksamen 50 bis 100 Tabaksamen
wurden in einer 30 Vol.-%igen Natriumhypochlorit-Losung fiir 5 Minuten unter schiitteln inku-
biert. Zur Entfernung der Natriumhypochlorit-Lésung wurden die Samen dreimal fiir 5 Minuten
in sddHyO gewaschen und umgehend auf LS-Gelrite (2,5 Gew.-%) ausgebracht. Die Selektion
transgener Samen erfolgte auf LS-Selektions-Platten (Tabelle 2.2 und 2.9).

Chlorgas-Oberflachensterilisation der transgenen AlcR/AlcA Samen Die Samen mit
dem AlcR/AlcA transfizierter Pflanzen bedurften einer gesonderten Oberflichenbehandlung, da
der EtOH induzierbare Promoter des AlcR/AlcA-Systems bereits auf geringste Mengen EtOH,
selbst in der unmittelbaren Gasphase [113|, reagierte. So wurden die Samen transfizierter Pflan-
zen in einem Exsikkator mittels Chlorgas oberflachensterilisiert.

Die Sterilisation erfolgte in abgewandelter Form nach dem von Clough und Bent [114] vorgestell-
ten Protokoll. Hierzu wurden in einem 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefafs ca. 50 mg Samen einge-
wogen, was ca. 2400 Samen entspricht [115], und in einem 10 1 Exsikkator plaztiert. Zur Chlorgas-
synthese wurden in einem Abzug 100 ml Natriumhypochorit mit 3 ml konzentrierter Salzsdure in
einem 250 ml Becherglas gemischt und umgehend neben dem Eppendorf Reaktionsgeféfs im Ex-
sikkator platziert und dieser verschlossen. Nach 1 bis 3 Minuten wurde der Exsikkatorhahn kurz
gedffnet, um den Uberdruck abzubauen. Die Samen wurden fiir 3 bis 16 Stunden im Exsikkator

inkubiert, bevor sie auf Gelrite-Nahrmedien ausgebracht wurden.

2.1.5.2 Pflanzenkultivierung auf unsterilen Substraten

A. thaliana-Keimlinge wurden 2 Wochen nach

Tabelle 2.10: Nahrstofldsungen nach Hoagland

der sterilen Aussaat auf ein Vermiculit/Fruhstorfer -
zur Pflanzenkultivierung

Topferde Typ T/Fruhstorfer Pikiererde Typ

N. benthamiana

P-Gemisch (Archut-Produktionserden, Vechta) —SuPstan= A thaliana N tobacum
: I - KNO 500 mM 6,03 mM
im Verhéltnis 2:4:4 bzw. Vermiculit/Fruhstorfer Ca(NS()3)2 500 mM 402 mM
) ) KH2PO4 1,00 mM - -
Aussaat- und Stecklingserde-Gemisch (Archut- — (NH4)H2PO; - - 1,04 mM
MgSOy 0,50 mM 1,99 mM
Produktionserden, Vecheta) im Verhiltnis 1:4 /o6, 100 M i i
. . MnCla - - 2,02 pM
umgepflanzt. N. benthamiana- sowie  ZnSOy 1,00 pM 0,31 pM
CuSOy 0,50 pM 0,20 pM
N. -Keimlin rden nach 4 bi - H3BOs 30,0 pM 0,97~ pM
tabacum-Ke ge wurden nac bis 6 Wo NAA30. Y Ooss M
chen auf Fruhstorfer Aussaat- und Stecklingserde =~ “°(N02)2 0,50 M 0,086 nM
. . . FeSO4 27,0 pM 89,6 M
umgepflanzt. Die Versorgung mit Ndhrelementen  EDTA 27,0 pM 89,1 pM

erfolgte durch die Bewéssung mit einer Nahrlo-

sung nach Hoagland |116] (Tabelle 2.10).
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2.1.5.3 Arabidopsis thaliana in Planta Transfektion

Die Transfektion von A. thaliana erfolgte nach dem von Clough und Bent [114] vorgestellten
Floral-Dip Protokoll. Hierzu wurden 8 Wochen vor der geplanten Transformation oberflachens-
terilisierte A. thaliana Samen auf 1/2 MS-Gelrite (Tabelle 2.9) ausgesiat. Nach 7 bis 10 Tagen
wurden 5 Keimlinge je Vierkant-Blumentopf umgepflanzt. Die Keimlinge wurden zunéchst unter
Kurztagbedingungen (10 Stunden Licht) angezogen. Die erste Infloreszenz wurde knapp iiber
der Blattrosette abgeschnitten und dann fir 4 Wochen unter Langtagbedingungen (14 Stunden
Licht) angezogen. Diese Mafnahmen dienten der Erhohung der Anzahl an Seitenbliitenstanden.
Je Transfektionsansatz wurden 2 bis 5 solcher Vierkant-Blumentopfe bendtigt, abhéngig von der

Anzahl Infloreszenzen.

Der das Gen-Konstrukt tragende A. tumefaciens Stamm wurde 4 Tage vor der Transfekti-
on frisch ausplattiert, vereinzelt und mittels Kolonie-PCR auf das Genkonstrukt untersucht.
Positive Klone wurden in 5 ml YEB-Medium (Tabelle 2.4) fir 48 Stunden bei 28 °C und
175 rpm inkubiert. Zur Transfektion wurden 300 ml YEB-Medium (Tabelle 2.4) mit 2,0 ml
der YEB-A. tumefaciens-Kultur angeimpft und fiir 16 Stunden bei 28 °C und 175 rpm bis zu
einer ODgog von 1,5 bis 2,0 inkubiert. Die A. tumefaciens-Suspension wurden durch Zentrifu-
gation fiir 10 Minuten bei 5.000zg und 22 °C pelletiert, und in 5,0 ml einer 5,0 Gew.-%igen
Saccharose-Losung resuspendiert. Durch die Zugabe von bis zu 400 ml einer 5,0 Gew.-%igen
Saccharose-Losung mit 0,044 pM 6-Benzylaminopurin wurde eine ODgog von 0,840,05 einge-
stellt. Abschliefend wurde der Zellsuspension noch 0,02 Vol.-% Silwet L-77 zugegeben. Bei Silwet
L-77 handelt es sich um nicht-ionisches Netzmittel, dass die Oberflichenspannung von wéssrigen
Losungen stark reduziert. Daraus resultiert eine ausgezeichnete Benetzung und somit eine um
den Faktor 4 erhohte Transfektionsrate [114, 117, 118].

Zur Transfektion wurde eine Anzuchtsschale (60 x 40 x 6 cm) mit befeuchtetem Papier ausgelegt
und die Locher der transparenten Abdeckhaube (60 x 40 x 14 cm) mit M Micropore Klebeband
— zur Erhohung der Luftfeuchtigkeit — verschlossen. Alle bereits vorhandenen Schétchen wurden
entfernt. Der Vierkant-Blumentopf wurde angefeuchtet und mit Aluminiumfolie abgedeckt, so
dass nur die Infloreszenzen frei zugénglich waren. Die gebiindelten Infloreszenzen wurden durch
umstiilpen des Vierkant-Blumentopfes fiir 1 Minute in der A. tumefaciens-Suspension inkubiert.
Die Pflanzen wurden nach der Inkubation mit einem Stab stabilisiert und auf der Seite liegend —
ohne dass die Bliiten den Boden beriihren — fiir 16 Stunden bei 22 °C inkubiert. Danach wurden
die Pflanzen bis zur Samenreife aufrecht bei 22 °C kultiviert. Die Samen wurden geerntet, auf
1/2 MS-Gelrite-Selektionsmedien (Tabelle 2.2) ausgebracht und hinsichtlich moglicher Transfek-

tionen untersucht.
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2.1.5.4 Transiente A. thaliana-Transfektion

Die Transfektion wurde nach dem Protokoll von Kim et al. [119] durchgefiihrt.

2.1.5.5 Transiente N. benthamiana-Transfektion

Zur transienten Transfektion von N. benthamiana wurden die A. tumefaciens-Stamme
GV3101(pMP90) und C58C1-rif(pTiC58) verwendet. Viele Protokolle verweisen auf den Labor-
stamm LBA4404, ein Abkdmmling des Ach5 Wildtyps. Die Nopaline bildenden C58-Abkémmlinge
scheinen aber dem Ach5-Abkémmling in Bezug auf die Transfektions-Effizienz deutlich iiberlegen
zu sein [62]. Die Transfektion erfolgte zum Teil in Co-Kultur mit einem GV3101(pMP90,/p19)
Stamm. Dieser enthielt ein Plasmid mit einem p19-Gen des Tomato-Bushy-Stunt-Virus, das un-
ter der Kontrolle eines 355-Promoters ist. Exprimiert wirkt p19 als Suppressor auf den als PTGS
bezeichneten Effekt, indem es die Ausbildung eines RISC-Komplexes verhindert |70, 71, 120] und

so zur Erhohung der Expressionsrate beitrégt.

Praparation der A. tumefaciens-Suspension Der Ausstrich einer Dauerkultur des das
Gen-Konstrukt tragenden A. tumefaciens-Stammes auf einer YEB-Selektionsplatte wurde iiber
Nacht bei 28 °C inkubiert. Durch eine PCR wurden die Kolonien auf die Anwesenheit des
Genkonstruktes untersucht. Eine positive getestete Kolonie
wurde in 100 ml YEB-Medium (Tabelle 2.4) mit entspre-
chenden Selektionsfaktoren (Tabelle 2.3, 2.1 sowie 2.2) {iber

Nacht bei 28 °C und 160 rpm kultiviert. Auf analoge Weise  Infiltrationsmedium

Tabelle 2.11: Medien zur transienten
Expression in N. benthamiana

wurde mit dem GV3101(pMP90/p19) Stamm verfahren. Die  MES-KoOH 10,0 mM
MgCls * 6 H3O 10,0 mM

Zellsuspensionen wurden fiir 5 Minuten bei 2.000zg und 4 5cctosyringon 200,0 uM

°C zentrifugiert und in 20 ml Infiltrations-Medium (Tabelle | /2 MS-Medium als Solvens

2.11) resuspendiert. Nach einer erneuten Zentrifugation fiir
5 Minuten bei 2.000zg und 4 °C wurden die Zellen in Infiltrationsmedium resuspendiert. Nach der

Einstellung der ODggg von 0,6 bis 0,8 erfolgte eine zweistiindige Inkubation bei Raumtemperatur.

Agroinfiltration der N. benthamiana-Blatter Die Agroinfiltration erfolgte auf der Blatt-
unterseite mit einer 1 ml spritze ohne Nadel [121]. Bldtter aus dem oberen Drittel der 6 bis 8
Wochen alten Tabakpflanzen mit einem Blattdurchmesser von ca. 6 bis 8 cm wurden fiir die
Prozedur ausgewéahlt, da diese die hochsten Ausbeuten versprachen [122]. Die A. tumefaciens-
Suspension wurde appliziert, bis das Blatt vollstindig beimpft war. Bei der Transfektion mit
induzierbaren Expressionssystemen erfolgte noch eine 24 stiindige Inkubationsphase vor der Zu-

gabe des Induktors.
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2.2 Molekulargenetik

Als Referenz fiir die Versuchsvorschriften gilt soweit nicht abweichend angegeben Sambrook et al.
[123|, Eckert-Kartenbeck [124] sowie Schrimpf [125]. Fiir die nachfolgenden Versuche wurden
Puffer, Losungen sowie hitzestabile Materialien fiir 20 Minuten bei 120°C autoklaviert. Hitzeun-
empfindliche Mehrwegglasgeridte wurden fiir 3+0,1 Stunden bei 18045 °C im Trockenschrank

sterilisiert.

2.2.1 Nukleinsaure-Isolation

Um einer Kontamination mit Nukleasen oder anderer Verunreinigungen vorzubeugen, erfolgten

alle Isolationen nicht unter dem Abzug sondern stets an einer Laminar-Airflow-Sterilbank.

Generell wurde das Probenmaterial unter Zugabe von fliissigem Stickstoff in einem mit Chlo-
roform gereinigtem Morser homogenisiert. Hierbei war darauf zu achten, dass das Homogenisat
noch gefroren in dem jeweiligen Extraktionsfluid aufgenommen wurde, um das Risiko eines Ab-
baus durch endo- oder exogene Nukleasen moéglichst gering zu halten. Die Nukleinsduren wurden
zur abschlieffenden Lagerung stets in sddHsO aufgenommen, um die negativen Einfliisse von ED-
TA auf die Folgereaktionen (wie z.B. Polymerasekettenreaktion) zu vermeiden. Auf den Einsatz
eines iiblichen Tris/NaOH/EDTA-haltigen Aufnahme- und Lagerungspuffers, der die Nukleinséu-
ren gegeniiber einer sdurekatalysierten Hydrolyse stabilisiert, wurde aus pragmatischen Griinden

verzichtet.

2.2.1.1 RNA-Isolation

Die Ersatzstoffpriifung fiir Diethylpyrocarbonat ergab aufgrund der Gesundheitsgefahrdung eine
Entscheidung zu Gunsten des Guanidinisothiocyanats. Durch Diethylpyrocarbonat erfolgt eine
kovalente Proteinmodifikation [126] und somit ist die RNA wéhrend der Isolation einer gerin-
geren Degradierungsgefahr durch RNasen exponiert, da Guanidinisothiocyanats als chaotropes
Salz Proteine nur denaturiert. Diethylpyrocarbonat muss jedoch vor den Folgereaktionen wie-
der entfernt werden, was auch zu Lasten der Abfallstoffbilanz geht. Zur RNA-Isolation wurde
das monophasische peqGOLD RNApure System (pepLab, Erlangen) bestehend aus Phenol und
Guanidinisothiocyanat verwendet. Das Guanidinisothiocyanat dient der reversiblen Denaturie-
rung von Proteinen (einschlieflich RNAsen), das enthaltene Phenol senkt den pH-Wert und die
Proteine 16sen sich. Obwohl sich dieses Kit kostenintensiver gegeniiber einer Standard Phenol-
Extraktion darstellte [127], lagen die Vorteile aufgrund des geringeren Losungsmittelseinsatzes

im Umwelt- und Selbstschutz.
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Je 100 mg Homogenisat wurde 1 ml peqGOLD RNAPure zu gegeben. Nach einer Inkubation
von 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) — zwecks Gewéhrleistung einer vollstandigen Dissozia-
tion der Nukleotidkomplexe — wurden 0,2 ml Chloroform zu je 1 ml peqGOLD RNAPure zugege-
ben. Das Geféft wurde anschliefend mit Nesco-Film verschlossen, fiir 15 Sekunden (s) gevortext
(REAX 2000, Hettich, Tuttlingen) und 10 Minuten bei RT inkubiert. Durch eine Zentrifugation
fiir 5 Minuten bei RT und 12.000zg (Beckmann J2-21 Centrifuge, JS 13.1 Rotor, Fullerton, USA)
erfolgte eine Auftrennung des Gemisches in drei Phasen. Die obere wéssrige Phase wurde in ein
frisches Corex-Zentrifugenrohrchen (Corning Inc., New York, USA) iiberfithrt und mit 0,5 ml
2-Propanol je eingesetztem mL peqGOLD RNAPure versetzt und wieder fiir 10 Minuten bei RT
inkubiert. Eine erneute zehnminiitige Zentrifugation bei 4 °C und 12.000zg (Beckmann J2-21
Centrifuge, JS 13.1 Rotor) brachte ein RNA-Prizipitat hervor. Der Uberstand wurde verworfen
und das RNA-Prézipitat zweimal mit Ethanol (70 Vol.-%) gewaschen. Das Pellet wurde unter
der Sterilbank getrocknet und abschliefend in 100 nl sddH2O pro 100 mg anfinglich eingesetzter

Probenmasse aufgenommen. Die Lagerung des Gesamt-RNA-Isolats erfolgte bei -20 °C.

2.2.1.2 DN A-Isolation

Die etwas hohere Stabilitdt der DNA im Vergleich zur RNA ermoglichte es, auf eine Phenolextrak-
tion zu verzichten. Die Reinigung des Homogenisats von Polysacchariden und Proteinen erfolg-
te mit Hilfe des kationischen Detergenz N,N,N-trimethyl-hexadecan-1-aminium-bromid (CTAB).
Durch den Zusatz eines Gemisches von Chloroform und Isoamylalkohol (IAA) fallen CTAB /Poly-
saccharidkomplexe aus und bilden nach einer Zentrifugation eine Interphase. Die Nukleinsduren
verbleiben in der wéssrigen Oberphase und bediirfen nur einer geringen abschliefenden Aufar-

beitung [126].

Je 500 mg Homogenisat wurden 10 ml CTAB-Puffer und 20 pl 2-Mercaptoethanol zugegeben
und fiir 60 Minuten im Schiittelwasserbad bei 60 °C und 150 rpm inkubiert. Dabei kam es zur Frei-
setzung der DNA. Nach der Inkubationsphase erfolgte die Zugabe von 10 ml eines Chloroform-
Isoamylalkohol-Gemisches (96 : 4 Vol.-%) und eine erneute Inkubation fiir 20 Minuten bei RT
und 150 rpm auf einem Rotationsschiitteltisch (Vibrax VXR, IA-Labortechnik, Staufen). Die an-
schliefende Zentrifugation in einem Corex-Zentrifugenrohrchen erfolgte bei 2.000xg (Beckmann
J2-21, JS 13.1 Rotor) und RT fiir 20 Minuten. Die obere wéssrige Phase wurde vorsichtig mit
einer weitlumigen Glaspipette (zur Vermeidung von Scherkriften) entnommen und in ein frisches
Corex-Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt, ohne Teile der CTAB- und Polysaccharid-haltigen Inter-
phase mit zu tberfithren. Durch die Zugabe eines gleichen Volumenteils eisgekiihlten 2-Porpanols

begann die Nukleinsdure-Prézipitation. Wahrend der sich anschliefenden Zentrifugation (J2-21,
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JS 13.1 Rotor) bei 7.000zg und 4 °C fiir 30 Minuten pelletierte das Nukleinsdure-Prézipitat. Der
Uberstand wurde dekantiert, das Pellet mit 2 ml Ethanol (70 Vol.-%) gewaschen und getrocknet.
Das getrocknete Pellet wurde in 5 ml sddH2O aufgenommen und bei RT und 150 rpm auf einem
Schiitteltisch bis zur vollstdndigen Losung inkubiert. Durch die Zugabe von 0,4 ml einer Natrium-
Acetat-Losung (3 M) und 8 ml Ethanol (>99,8 Vol.-%, p.A.) wurde die DNA erneute geféllt. Die
prazipitierten Nukleinsduren wurden mittels einer Pasteurpipette entnommen, kurz in Ethanol
(70 Vol.-%) gewaschen und fiir 5 Minuten bei RT getrocknet bevor das nukleinsdurehaltige Pellet
in 250 pnl sddHoO gelost wurde. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.2.1.3 Plasmidextraktion aus Bakterien

Bei kleineren Volumina (< 50 ml Bakteriensuspension) empfiehlt sich eine Aufarbeitung mittels
handelsiiblicher Silika-Matrixsysteme. Fiir grofere Volumina (>50 ml) bietet sich eine Aufar-
beitung ohne Sdulen an, da diese unter Umstinden verstopfen kénnen. Im allgemeinen liefern
Silika-Matrixsysteme qualitativ h6herwertige Plasmidextrakte. Gemein ist beiden hier eingesetz-
ten Verfahren das grundlegende Prinzip der alkalischen Lyse. Hierbei werden die Bakterien zuerst
mit einem EDTA-haltigen Puffer inkubiert, der die Zellwdnde vermutlich durch Komplexierung
der zweiwertigen Metallkationen [128] destabilisiert [129]. Dieser Puffer kann optional eine RNa-
se A enthalten um die enthaltene einzelstringige RNA zu spalten. Die Spaltung erfolgt iiber
die Erkennung von Uridin und Cytidin und die Spaltung der Phosphordiesterbindungen an der
5’-Position der Ribose. Die nachfolgende Zugabe einer alkalischen Natriumdodecylsulfat (SDS)
Losung dient der Zelllyse. Das anionische Detergenz 16st Phospholipide, wahrend das enthaltene
NaOH die enthaltenen Proteine im Zelllysat denaturiert. Die abschliefsende pH-Stabilisierung im
sauren Bereich durch ein Acetat-Puffersystem bewirkt eine vollstdndige Fallung der Proteine,
die mit den restlichen Zellfragmenten durch Zentrifugation abgetrennt werden kénnen. Im An-
schluss daran kann die Plasmid-DNA an einer Silika-Matrix gebunden, gewaschen und eluiert

oder ethanolisch prézipitiert werden. Die Plasmid-DNA wurde stets bei -20 °C eingelagert.

Plasmid-Mini-Priparation Mittels des NucleoSpin Plasmid Systems (Macherey und Nagel,
Diiren), das die quantitativ und qualitativ besten Ausbeuten lieferte, wurden Plasmide aus Bak-
terien im Minimafstab isoliert. Alle im Folgenden beschriebenen Zentrifugationsschritte erfolgten

bei RT und 11.000zg in einer Labortischzentrifuge (Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg).

Zu Beginn wurden 8 ml einer Bakteriensuspension mit einerODggg = 1,040,2 in einem 2 ml
Eppendorf Reaktionsgefiat durch Zentrifugation fiir 30 Sekunden sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Bakterienpellet in 250 pl des RNase A-haltigen Puffers Al resuspen-
diert. Nach der Zugabe von 250 pl des SDS-haltigen Puffers A2 war es erforderlich, das Reak-
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tionsgemisch vorsichtig zu durchmischen. Hochstens 5 Minuten spéter erfolgte die Zugabe von
300 ul des um Guandinhydrochlorid angereicherten Acetat-Puffers A3. Durch eine zehnminiitige
Zentrifugation wurde die Suspension aus préazipitieren Proteinen, Zelldebris und gelosten Nu-
kleinséuren getrennt. Der plasmidhaltige Uberstand wurde auf eine NucleoSpin Plasmid-Séule
aufgetragen und durch Zentrifugation fiir 1 Minute an die Matrix gebunden. Der Durchfluss
wurde verworfen. Der sich anschlieffende, zweite Waschschritt der Sdule mit 600 pl des auf
50 °C vortemperierten AW-Puffers erfolgte ebenfalls durch eine Zentrifugation fiir 1 Minute.
Hieran schloss sich ein Waschschritt mit 600 pl des Puffers A4 an. Die Silika-Matrix wurde
durch eine zweiminiitige Zentrifugation vollstdndig von den Resten der ethanolischen Waschpuf-
fer befreit und getrocknet. Anschliekend erfolgte die Elution der Plasmid-DNA. Hierzu wurde
die Silika-Matrix zweimal mit 25 pl sddHoO fiir 1 Minute inkubiert, bevor eine einminiitige

Zentrifugation erfolgte.

Plasmid-Midi-Préparation Alle folgenden Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4 °C in ei-
nem Corex-Zentrifugenréhrchen in der Beckmann J2-21 Zentrifuge mit einem JS 13.1 Rotor.
Die erforderlichen Losungen (vgl. Tabelle 2.12) wurden autoklaviert und bei 4 °C gelagert.
Die Bakterien einer 100 ml Bakteriensuspension

(OD600 _ 1:&0,2) wurden durch einminiitige Zentri- Tabelle 2.12: Losungen zur Midi-Préparation

fugation bei 7.000zg sedimentiert, das Bakterienpel-

Substanz Konzentration
let anschliefend in 7 ml der Losung 1 resuspendiert.

Glucose 50,0 mM
Nach der Zugabe von 14 ml der Losung 2 wurde die L5 , s 25,0 mM

L . R . . O EDTA 10,0 mM
Suspension fiir 5 Minuten bei RT inkubiert. Die Zell- pH — 8,040,1 mit HCI eingestellt
lyse wurde komplettiert durch die abschliefende Zu- SDS 1,0 Vol.-%
osung 2
. ) ] . NaOH 0,2 M
gabe von 10 ml der Lésung 3 und eine Inkubation fir
Lésung 3 Essigsiure 11,50 Vol.-%

ebenfalls 5 Minuten bei 4 °C. Mittels einer 30 miniiti- Kalium-Acetat 3,0 M

gen Zentrifugation bei 12.000zg wurden Zellfragmente

und denaturierte Proteine abgetrennt. Der plasmidhaltige Uberstand wurde vorsichtig und ohne
die Verschleppung der protein- und zellfragmenthaltigen Interphase in ein frisches Corex- Zen-
trifugenréhrchen tiberfithrt und mit dem 2,5 fachen Volumen an Ethanol (>99,8 Vol.-%, p.A.)
versetzt. Zur ethanolischen Prézipitation wurde die Losung fiir 16 Stunden bei -20 °C eingelagert
und am darauf folgenden Tag fiir 30 Minuten bei 15.000zg zentrifugiert. Das Plasmid-Sediment
wurde getrocknet und in 100 pl sddHO aufgenommen.
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2.2.2 Nukleinsidureanalytik
2.2.2.1 Photometrische Nukleinsidure-Quantifizierung

Nukleinséuren zeigen aufgrund der konjugierten Doppelbindungen im N-heterozyklischen Ring-
system ihrer Purin- und Pyrimidinbasen ein Absorptionsmaximum bei A = 260 nm [130]. Der
Interaktions-Effekt mit dem L&sungsmittel auf die Absorption bei A = 260 nm ist hierbei
zu berticksichtigen [131]. Eine photometrische Konzentrationsbestimmung in einem alkalischen
Niedersalz-Puffer dient der Sicherung reproduzierbarer Ergebnisse [132]. Hierzu wurden 5 pl des
Nukleinsaureisolats in 495 pl eines 2,5 mM NasHPO,4/NaHoPOy-Puffer (pH = 8,540,1) aufge-
nommen, ein Nullabgleich durchgefiihrt und die Extinktion bei A = 260 nm bzw. A = 280 nm
im Spektralphotometer (Typ U-1108, Hitachi) gemessen. Diese Messung belegte mogliche Ver-
unreinigungen mit Proteinen. Ein 260/280-Quotient von 1,9£0,1 spricht fiir eine besonders reine
Probe. Werte kleiner 1,8 deuten auf Kontaminationen durch beispielsweise Phenol oder Proteine
hin. Eine Extinktion von 1 bei A = 260 nm entspricht einer Konzentration von 50 ng - ul !

doppelstringiger DNA und 40 ng - ul ! einzelstringiger RNA [123].

2.2.2.2 Gelelektrophorese

Die Standard Agarose-Gelelektrophoresetechnik ermoglicht es, Nukleinsduren von 0,1 bis 30 kbp
Lange aufzutrennen und mittels eines Kalibrierstandards sowie eines Fluoreszenzfarbstoffes un-
ter UV-Licht zu visualisieren. Neben dem analytischen Zweck, ist auch der praparative Einsatz
dieser Methode moglich. Grundlage dieser zonalen und somit homogenen und konvektionseffekt-
freien Trennmethode ist die Tatsache, dass Nukleinsduren in neutralen und alkalischen Losungen
als Poly-Anion vorliegen. Jedes Nukleotid tragt (aufgrund des Zucker-Phosphat-Riickgrats) eine
negative Ladung zur Gesamtladung des DNA-Stiickes bei [84]|. Bedingt durch ihre Gesamtla-
dung bewegen sich Nukleinsduren mit einer konstanten Beschleunigung, aber unterschiedlicher
Geschwindigkeit, in einem elektrischen Feld. Die Matrix (das Gel) dient zum einen der Feldsta-

bilisierung, vor allem aber als molekulares Sieb.

Agarose-Gele Mittels Agarose, ein aus roten

Tabelle 2.13: Zuwéhlende Agarosekonzentration
abhingig vom Trennbereich

Meeresalgen durch Entfernung des Agaropektins ge-

wonnenes Polysaccharid, war der Grundstoff fiir
Konzentration Optimaler Trennbereich

Gew.-% linearer doppelstréngiger
DNA-Fragmente kbp

Agarose-Gele gefertigt. Somit ist dies kein normiert

gefertigtes Produkt, weshalb es Schwankungen in der

0,75 1,0 - 15,0 e . o
1,00 0.5 - 10,0 Qualitat unterworfen ist. Durch Aufkochen wird die
;’28 8’(2)515’20 0 Agarose gelost und geliert beim Abkiihlen [126]. Je

nach Anforderungen an die Trennkapazitdt wurden
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Gele mit Agarose-Konzentrationen von 0,75 — 2,0 Gew.-% angefertigt (vgl. Tabelle 2.13 [127]).
Fiir praparative Gele wurde eine zertifizierte GTQ Agarose (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) ver-

wendet.

Visualisierung der Nukleinsduren Mittels des interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoffes
3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromid (Ethidiumbromid) und UV-Licht erfolg-
te die Visualisierung der Nukleinsduren. Das Absorptionsmaximum liegt im Bereich von A = 254
bis 366 nm und ein Emissionsmaximum bei A = 590 nm. Ethidiumbromid interkaliert sowohl
in einzel- als auch doppelstrangigen Nukleinsduren. Durch die Nukleinsdure-Bindung resultiert
eine Fluoreszenzverstirkung, die eine Differenzierung zwischen ungebundenem und gebundenem
Ethidiumbromid ermoglicht und somit Nukleinsduren auf einem UV-Transilluminator visualisiert

werden [130].

Der Anodenkammer wurde vor jeder Elektrophorese 0,5 — 1,0 pl einer Ethidiumbromidstamm-
16sung (1,0 Gew.-%) zugegeben. Aufgrund seiner positiven Eigenladung wandert das Ethidium-
bromid zur Kathode und interkaliert in die entgegenlaufenden Nukleinsduren. Nach Abschalten
des elektrischen Feldes wurde das Agarose-Gel auf einem UV-Transilluminator begutachtet und
dokumentiert. Aufgrund der hohen Mutagenitdt des Ethidiumbromids wurden Nitrilhandschuhe

zum Selbstschutz getragen und das Gel gesondert entsorgt.

Kalibrierungsstandards Alle Standards wurden stets auf eine Gesamtnukleinsédurekonzen-
tration von 0,1 ng - pl eingestellt. Verwendung fanden die 100 bp-DNA-Leiter extended sowie
1kbp DNA-Leiter (Carl Roth GmbH, Karlsruhe). Der Probenpuffer enthielt neben Tris, EDTA,
Glycerol auch die Farbstoffe Xylencyanol und Bromphenolblau. Fiir die Agarose-Gelelektrophorese

wurden stets 3,5 nl eines DNA-Kalibrierungsstandards eingesetzt.

Agarose-Gel-Herstellung und Durchfithrung der Elektrophorese Die zu untersuchen-
de Probenanzahl bestimmte die Wahl des Elektrophorese-Systems und somit das herzustellende
Agarose-Gelvolumen (s. Tabelle 2.14). Die einzusetzende Agarose-Menge wurde durch die erwar-

tete Fragmentgrofe der Nukleinséuren bestimmt (s. Tabelle 2.13).

Tabelle 2.14: Sperzifikationen der Bio-Rad Gel-Elektrophorese Systeme

Wide Mini-Sub Cell GT System Mini-Sub Cell GT System

Gel (Breite - Hohe [cm]|) 15-7 77
Gelvolumen [ml] 60,0 30,0
Geldicke [cm] 0,75 0,75
Anzahl der Geltaschen 20 bzw. 35 8 bzw. 15
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Zur Herstellung eines 0,75 cm dicken Agarose-Gels wurden 30 bzw. 60 ml des 0,5x TBE-Puffers
mit einer entsprechenden Menge an Agarose versetzt. Fiir eine analytische Elektrophorese wurde

die peqGOLD Agarose (peqlLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) und fiir préparative Zwecke
eine GTQ Agarose (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) verwendet.

Die Suspension wurde fiir 5 Minuten in der Mikrowelle (Microchef FM 3510, Mulinex, Radolf-
zell) aufgekocht. Dabei reduzierte sich das Fliissigkeitsvolumen, was zu einer Aufkonzentrierung
der Puffersubstanzen fiihrte, so dass der Verlust mit sddH2O ausgeglichen wurde. Die Losung
wurde fiir 10 Minuten auf einem Rotationsschiitteltisch (VXR, Vibrax) bei mittlerer Rotations-
geschwindigkeit bis auf 50 °C abgekiihlt. Nach dem Giefsen des Agarose-Gels wurde der benétigte
Probenkamm eingesetzt. Nach 30 Minuten war das Gel ausgehértet

und der Probenkamm konnte wieder ent-

Tabelle 2.15: Puffer zur Agarose-Gelelektrophorese fornt werden. Das Gel wurde in die mit 0.5x
° Y

0,5x TBE-Puffer 5x Orange-G-Puffer TBE-Puffer gefillte Elektrophorese-Kammer

Tris 44,5 mM Glycerol 60,0 Vol.-% eingesetzt. Vor Beginn der Elektrophorese

Borat 44,5 mM Orange G 0,20 Gew.-%

EDTA 2,0 mM Xylene Cyanol 0,05 Gew.-% wurden 0,5 — 1,0 pl einer Ethidiumbromid-
pH = 8,040,1 EDTA 60,0 mM

Stammlosung (1,0 Gew.-%) in die Anoden-

Die Puffer wurden bis zum Gebrauch bei 4 °C aufbe-

kammer pipettiert.
wahrt.

Die Proben wurden mit dem Orange-G-Puffer im Verhéltnis 4 : 1 gemischt und in die Gelta-
schen pipettiert. Das enthaltene Glycerol bewirkte ein Herabsinken der Probe in die Geltasche.

Die Farbstoffe im Puffer ermoglichten die Kontrolle des Fortschritts wahrend der Elektrophorese.

Die erforderliche Spannung von U = 70 V (4,7 V pro cm Elektrodenabstand) wurde mittels
eines PowerPac 300 Netzgerits (Biorad, Miinchen) bereitgestellt. Mit dem Austreten des Orange
G Farbstoffes aus dem Agarose-Gel in die Anodenkammer wurde die Elektrophorese nach einer
mittleren Laufdauer von 50 Minuten beendet. Entgegen den Herstellerangaben entsprach der
Farbstoff in seinem Laufverhalten nicht einem doppelstrangigen 50 bp DNA-Fragment, sondern

eher einer Fragmentlénge von 10 bp. Dies war bei der Laufzeitkalkulation zu beriicksichtigen.

Auswertung und Dokumentation der Agarose-Gele Die abschliefende Dokumentati-
on erfolgte auf einem UV-Transilluminator (Modell 312 NM 200x200; A = 300 nm; TF-20.M-
Bioblock Scientific, Illkirch, Frankreich) durch ein signalintegrierendes Kamerasystems (CF8/1
FMCC von Kappa, Gottingen), das an einem PC angeschlossen war. Die Daten wurden direkt
von der Software WinTV2000 (Hauppauge GmbH, 2000) aufgenommen und auf einem PC ge-

speichert. Die Gelbilder wurden anschliefend an einem Thermodrucker (Video Copy Processor
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P67E, Mitsubishi, Japan) ausgedruckt. Die Nachbearbeitung erfolgte mit der Software Photoshop
(Adobe, 2010). Hierbei wurden die Bilder invertiert und in Helligkeit, Kontrast und Belichtung

ganzheitlich angepasst.

Extraktion von Nukleinsiduren aus Agarosegelen Die Agarose-Gelelektrophorese bot sich
auch als Technik zur Aufreinigung von Nukleinsduren an. Hierzu wurde am Ende einer Elektro-
phorese auf dem UV-Transilluminator die jeweilige Bande mit einer sterilen Skalpellklinge ausge-
schnitten und in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefafs iiberfiihrt. Hierbei war auf eine moglichst
kurze UV-Expositionsdauer zu achten, um die Mutationsgefahr fiir die DNA (z. B. Thymin-
Dimerisierungen) zu minimieren.

In der Gegenwart chaotroper Salze zeigt DNA eine grofe Bindungsaffinitédt an Silikaoberflachen.
Wiéhrend eines Waschschrittes mit einem ethanolischen Waschpuffer wurden makromolekulare
Komponenten (z. B. Proteine) entfernt und die gereinigte DNA konnte anschlieffend eluiert wer-
den. Die anschliefsende Aufarbeitung der einzelnen Nukleinsdurebanden aus dem Agarose-Gel
erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin Extract II-Systems (Macherey und Nagel, Diiren).

Alle nachfolgenden Zentrifugationsschritte erfolgten in einer Labortischzentrifuge (5415C, Eppen-
dorf Centrifuge) bei RT wund 11.000zg. Je 100 mg nukleinsdurehaltigem Gel wurden
200 pl des NT-Puffers aus dem Kit zugegeben und fiir 10 Minuten im Wasserbad (GFL1012) bei
50 °C inkubiert. Zur Durchmischung wurde der Ansatz fiir 15 Sekunden gevortext. Die Losung
wurde auf eine NucleoSpin Saule aufgetragen und die DNA durch Zentrifugation fiir 1 Minute
an die Silikamembran gebunden. Der Durchfluss wurde in einem 2 ml Auffanggefaff gesammelt
und verworfen. Die Silikamembran wurde mit 600 pl des ethanolischen NT3-Puffers gewaschen,
bevor die Membran durch eine dreiminiitige Zentrifugation getrocknet wurde. Zur Elution der
DNA wurde die NucleoSpin Sdule in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefaft eingesetzt und mit
10 nl sddH2O fiir 1 Minute bei RT inkubiert. Die Elution erfolgte dann mittels einer einminiitigen
Zentrifugation. Dieser letzte Schritt wurde wiederholt um eine maximale Ausbeute zu erhalten.

Die DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingelagert.

2.2.2.3 Didesoxy-Sequenzanalyse nach Sanger

Die Sequenzanalyse der erstellten Konstrukte erfolgte durch die Firma GENterprise GENOMICS
(Mainz) oder Eurofins MWG Operon (Ebersberg).
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2.2.3 Nukleinsaurereaktionen

Zur Qualitatssicherung wurden stets Negativ- und falls verfiigbar Positiv-Kontrollen mit durch-
gefiihrt. Auf den Einsatz von HPLC-Wasser konnte verzichtet werden und statt dessen einfaches
sddH5O verwendet werden. Soweit nicht abweichend angegeben wurden alle Enzyme von Thermo

Fisher Scientific Inc. bezogen.

2.2.3.1 Reverse Transkriptase-PCR

Fiir die geplante Amplifikation einer CDS war es notwendig aus der mRNA ein mRNA-cDNA-
Hybrid anzufertigen. Hierzu wurde eine aus dem Moloney-Maus-Leukédmie- bzw. Avian-Myelo-
blastosis-Virus isolierte reverse Transkriptase (MMLV- bzw. AMV-RTase) verwendet [126]. Die
in situ Reaktionsfithrung (One-Tube/One-Step) bot den Vorteil einer geringeren Kontaminati-
onsgefahr sowie einen geringeren Zeitaufwand. Die Two-Tube/Two-Step Reaktionsfithrung er-
moglichte eine deutlich grofsere Variation der Versuchsbedingungen zur Optimierung. Aufgrund
dieser Variationsmoglichkeit sollte die Two-Tube/Two-Step Reaktionsfiihrung zum Einsatz kom-
men. Verwendet wurde das quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) taugliche Verso cDNA Kit
(ABgene, Epsom).

Eine Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) wurden geméf
Tabelle 2.16: RT-PCR-Durchfithrung o) Angaben in Tabelle 2.16 durchgefiihrt. Als RNA-Primer

20,0 pl Ansatz wurde ein Gemisch aus randomisierten Hexameren und ei-
Komponente Volumen . . . A .
nem oligo(dT) im Verhéltnis 3 : 1 verwendet. Auf eine Ver-
5x cDNA Puffer 4,0 pl
dNTPs Mix 2,0 ul wendung genspezifischer Oligonukleotide wurde verzichtet.
RNA-Primer 1,0 pl . L.
RT Enhancer 1,0 ul Der RT Enhancer diente der Entfernung kontaminierender
RNA [1ng] 1,0 - 5,0 ul . - ..
sddH,0 10,0 - 5.0 pl DNA. Jener Enhancer degradierte doppelstriangige DNA wéh-
Verso Enzyme Mix 1,0l rend der Transkription der RNA. Zur Entfernung komplexer
Thermal Cycle Conditions RNA-Sekundérstrukturen (wie z. B. Haarnadelstrukturen)
Prozess T[°C]  t|min]|
Denaturierung 70 5 wurde die RNA fiir 5 Minuten bei 70 °C inkubiert und umge-
Synthese I 42 30 hend auf Eis gekiihlt. Abhéngig vom Grad der Sekundérstruk-
Synthese 1T 57 30 . . .
Izaktivierung 95 9 turausbildung, konnte die Effizienz der Erststrang-Synthese
Kiihlung 4 0o

durch einen zweiten Syntheseschritt bei hoherer Inkubation-

stemperatur gesteigert werden.
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2.2.3.2 Polymerase Kettenreaktion

Die 1985 durch Saiki [133] beschriebene Technik der Polymerase Kettenreaktion (PCR) ermog-
licht einen doppelstrangigen DNA-Abschnitt expotentiell zu vervielfaltigen. Dies erfolgt durch
die alternierende Wiederholung von Denaturierungs-, Hybridisierungs- und Elongationsschrit-
ten eines gepufferten Enzym-Reaktionsgemisches. Dieses besteht aus einer DNA-Polymerase,
2 ’-Desoxyribonucleosid-5 “-triphosphaten, einem Primerpaar das die zu amplifizierende Region
flankiert, Kofaktoren und einer Matrize, dem sogenannten Template.Die Dauer der Elongati-
on ist im Gegensatz zur Denaturierung und Hybridisierung (auch als Annealing bezeichnet)
von der Lénge des zu amplifizierenden Sequenzbereichs und der Prozessivitdt der verwendeten
DNA-Polymerase abhéngig. Die Prozessivitdt in Verbindung mit dem Template beeinflusst die
Effektivitat und somit die Ausbeute, die {iblicherweise zwischen 1,6™ und 2,0™ liegt. Der Ansatz
und die Durchfithrung sind in Tabelle 2.17 gegeben. Spezialprotokolle sind an Miiller [134] an-
gelehnt.

Tabelle 2.17: PCR-Ansatz und Durchfiihrung

50,0 pl Ansatz 25,0 pl Ansatz
GoTaq Flexi Phusion High-Fidelity Power SYBR Green PCR
Master Mix

Puffer 10,0 pl 10,0 pl 12,5 pl
MgCly [25,0 mM] 6,0 pl - -
dNTPs [2,5 mM] 4,0 nl 4,0 pl -
Primer 1 0,5 pul 0,25 nl 0,025 pl
Primer 2 0,5 ul 0,25 nl 0,025 nl
DNA-Polymerase 0,25 pl 0,50 pl -
sddH20 23,75 pl 30,0 pl 8,0 nl
DNA 5,0 ul [1,0 ng/nl] 5,0 ul [1,0 ng/pl] 5,0 1l [5,0 ng/ql]

Thermal Cycle Conditions

Prozess T[°C| t[s] [n] T[°C] t[s] [n] T[°C] tls] [n]
Initialdenaturierung 95 120* 1 98 30 1 95 600 1
Denaturierung 95 45 98 7 95 15 40
Annealing b'e 45 25-35 x+3 20 25-35 60 60
Elongation® 72 60/kbp 72 30/kbp - -

Finale Elongation 72 300 1 72 300 1 - - -
Kiihlung 4 [e'e) 1 4 00 1 - - -

* Fiir eine sogenannte Kolonie-PCR [134] wurde die Initialdenaturierungszeit auf 600 Sekunden verlangert.
T Die Annealing Temperatur x ergibt sich aus den Schmelzpunkten der verwendeten Oligonukleotide (Tabelle
2.18). Hierbei war der Primer mit der niedrigeren Ty mafkgebend. Im Falle der Phusion DNA-Polymerase

wurde Annealing Temperatur um 3 °C erhoht.

* Die Dauer der Elongation wurde durch die Lange des zu amplifizierenden Bereichs bestimmt.
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2.2.3.3 Quantitative Real-Time-PCR

Die auf dem Prinzip der PCR basierende Vervielfdltigungsmethode fiir Nukleinsduren bietet
zusétzlich die Mdéglichkeit einer Quantifizierung der synthetisierten DNA. Hierfiir ist ein speziel-
ler Thermocycler sowie ein modifizierter Reaktionsansatz notwendig. Der Reaktionsansatz ent-
hélt den DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff (z. B. SYBR Green I), dessen Fluoreszenz
proportional zur gebundenen Menge an doppelstrangiger DNA ist. Die Fluoreszenz des asyme-
trischen Cyanin-Farbstoffs SYBR Green I wird von der optischen Einheit des Thermocyclers
(AppliedBiosystems 7300 RT PCR System) detektiert und gespeichert. Die Analyse erfolgt
nach der AACp-Methode, unter Beriicksichtigung der Schmelzkurvenanalyse sowie Effizienz
[72, 135, 136]. Ein Reaktionsansatz ist in Tabelle 2.17 gegeben. Zur Erhebung statistisch va-
lider Messwerte wurde stets eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Auch wurden nur relative

Quantifizierungen durchgefiihrt.

2.2.3.4 Oligonukleotid-Primer

Fiir jedwede PCR sind neben der Nukleinsdure-Matrize (z.B. genomische DNA, ¢cDNA) die
Oligonukleotid-Primer essentiell. Sie binden in einem Hybridisierungsschritt an die komplemen-
tidre Sequenz der einzelstrangigen Nukleinséure, so dass die Enzyme an Thnen anbinden und die
PCR beginnen kann. Hierbei ist die Schmelztemperatur von gréfster Bedeutung fiir den Erfolg

einer Reaktion. Grundlage ihrer Berechnung ist folgende Formel:

ng + nc

650
TM[OC]:69,3+41( —7,

) n>15 (2.1)

Twm[°C|: Schmelztemperatur; ng: Anzahl an Guanidin; ne: Anzahl an Cytosin; n: Gesamtnu-
kleotidanzahl; Quelle: Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Die Schmelztemperatur Ty[°C| kennzeichnet die Temperatur, bei der 50% der eingesetzten
Oligonukleotid-Primer mit der komplementiren DNA-Sequenz hybridisiert sind. Die Temperatur
wurde experimentell mittels einer Temperaturgradienten-PCR verifiziert. Als Optimum wurde
die stirkste Soll-Signalausprigung bei minimalen Hintergrund- und Nebensignalen definiert. Fiir

das Primerdesign wurden folgende Parameter beachtet und wenn moglich eingehalten.
o Ty [°CJ: [50; 67]
e Linge [n]: [18; 35]
o GC-|%]: [40; 60], in Ausnahmeféllen nur 30 bis 40% Gesamtanteil, dann aber am 3’ Ende

des Primers einen GC-Anteil von grofser 50%.
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e Repetitive Sequenzabschnitte (mehr als 6 gleiche Basen nacheinander) im Primerbereich

vermeiden, um Falschpaarungen zu reduzieren.
e Keine internen Sekundérstrukturenausbildung (sog. Haarnadelstrukturen).

e Keine Eigen- oder Kreuzdimerisierungen, daher eine moglichst geringe Komplementaritét,

gef. “stille“ Nukleotidsubstitutionen.

Das Primerdesign erfolgte mittels der Software-Pakete Primer Premier 5, Primer 7 und Serial
Cloner 2.1 (Tabelle 2.35). Zur Minimierung der Sekundéarstrukturausbildung wurden Nukleoti-
de gegebenenfalls substituiert. Alle in Tabelle 2.18 aufgelisteten Oligonukleotid-Primer wurden
anhand der von Schrider et al. [42| aufgeklarten «-Tubulin mRNA-Sequenz von N. tabacum ent-

worfen.

Alle im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotid-Primer wurden von Eurofins MWG
Operon (Ebersberg) iiblicherweise im 0,01 pmol Makstab synthesisiert, High Purity Salt Free
purifiziert und lyophilisiert geliefert. Unter sterilen Bedingungen wurden sie gelost und auf eine

Konzentration von 100 pM eingestellt, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20 °C eingelagert.
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2.2.3.5 Restriktion

Neu entwickelte Typ-II-Restriktionsenzyme der Firma Fermentas boten den Vorteil neben der
Erhohten von thermischer Inaktivierung am Ende der Reaktion, bedingungsloser Kombinierbar-
keit in einem Puffer mit einem geringen chemischen Potential sowie minimierter unspezifischer
Aktivitdten. Zur Restriktion wurden ausschlieflich Fermentas Restriktionsenzyme eingesetzt.
Die zur 7-Tubulin-cDNA-Volllangenamplifikation verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden
durch minimale Nukleotidsubstitutionen um je eine Schnittstelle erweitert. Die unterschiedlichen
Restriktionsschnittstellen am 5°- bzw. 3’-Ende des Amplifikats sollten eine gerichtete Insertion
in die Expressionsvektoren sicherstellen. Eine einfache Differenzierung zwischen geschnittenen,
teilgeschnittenen und ungeschnittenen Amplifikaten war elektrophoretisch nicht mdéglich. Des-
halb wurden die um zwei Schnittstellen erweiterten Amplifikate in den Subklonierungsvektor
pJET1.2/blunt ligiert, bevor das Konstrukt einem Doppelverdau unterzogen wurde, was die
Differenzierung und Aufarbeitung mittels Agarose-Gelelektrophorese ermdoglichte. Die Expres-
sionsvektoren mussten vor der Ligation ebenfalls einem Doppelverdau unterzogen werden, da
sie noch zirkuldr vorlagen. Die beiden geschnittenen Sequenzen (Amplifkat und der jeweilige
Expressionsvektor) wurden dann ligiert. Die Restriktion eines Konstrukts mit anschlieRender
gelelektrophoretischer Analyse konnte Informationen iiber das Insert und seine Orientierung im

Vektor liefern.

Die Reaktionsansitze (Tabelle 2.19) wurden gevortext

Tabelle 2.19: Restriktion und anzentrifugiert, bevor sie entsprechend im Thermocy-

20,0 pl Ansatz cler (Primus 25, MWG) inkubiert wurden. Die Inkubati-

Komponente Volumen . . .
onsdauer war abhéngig von der weiteren Verwendung. Fiir

10x FastDigest Puffer 2,0 ul
DNA [1 pg] 1,0 - 5,0 ul eine geplante Kontrolle eines Konstrukts reichten 5 Minu-
sddH20 15,0 - 11,0 pl . o .
FastDigest Enzym 1 1,0 ul ten Inkubation aus. Bei einer geplanten Klonierung wurde
FastDigest Enzym 2 1,0 pl

die Zeit entgegen der Herstellerangaben auf 60 Minuten

Th 1 Cycle Conditi . N . .
oA e e fiir 1 pg DNA verldngert, um einen vollstdndigen Verdau

Prozess T[°C]  t[min]
Inkubation 370 560 zu gewéhrleisten. Das einzusetzende sddH5O-Volumen va-
Inaktivierun, 80,0 2 .. . . .

. 8 riierte aufgrund der unterschiedlichen Konzentrationen der
Kiihlung 4,0 00

DNA. Ein abschlieffender Inaktivierungsschritt bei 80 °C
sollte eine weitere Aktivitéit der Restriktionsenzyme unter-
binden. Fiir eine anschliefende Klonierung wurden die Reaktionsansétze mittels des NucleoSpin
Extract II Kits aufgereinigt. Da die Restriktionsenzyme anderer Hersteller eine iiberméfige Sta-
raktivitdt zeigten und nur bedingt miteinander in einem Reaktionsansatz kombinierbar waren,

wurde auf eine Verwendung dieser Enzyme verzichtet.
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2.2.3.6 Ligation

Zur Verkniipfung zweier DNA-Fragmente wurde eine T4-DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Roth)

verwendet, unabhingig ob es sich um eine Blunt-End- oder Sticky-End-Ligation handelte.

Blunt-End-Ligation Bei der Blunt-End-Ligation erfolgte ein ungerichteter Einbau der zu in-
tegrierenden DNA-Sequenz in den Vektor, so dass diese Technik nur bei einer Subklonierung
Verwendung fand. Der linearisierte Subklonierungsvektor pJET1.2/blunt bedurfte im Gegensatz
zum pGEM-T Vektor keiner Amplifikate mit einem 3’-Adenin-Uberhang, so dass auch Ampli-
fikate einer Proofreading-DNA-Polymerase direkt ligiert werden konnten. Ferner mussten Tag-
Amplifikate vor der Ligation einer blunting-Reaktion unterzogen werden. Ein weiterer Unter-
schied liegt in der Selektion. Diese erfolgte mittels eines Lethal-Gens und stellte keine weiteren

Anforderungen an den zu transformierenden Bakterienstamm.

Der erste Teil der Reaktionsmixtur (Tabelle 2.20) wurde

zusammengegeben und fiir 5 Minuten bei 70 °C im Wasser- Tabelle 2.20: Blunt-End-Ligation

bad (GFL 1012) inkubiert. Nach der Blunting-Reaktion er- 20,0 pl Ansatz
. o . . . Komponente Volumen
folgte eine dreiminiitige Inkubation auf Eis. Dem Blunting-
2x Reaktions-Puffer 10,0 pl
Reaktionsansatz wurden dann noch Vektor und Ligase  Amplifikat 2,0 ul
. . . sddH20O 5,0 pl
zugegeben, bevor die Mixtur — abweichend von der Her-
DNA Blunting Enzym 1,0 nl
stellerangaben — fiir 60 Minuten bei RT inkubiert wurde. PJETL.2/blunt Vektor 10
Amplifikate einer Proofreading-DNA-Polymerase bedurf- T4 DNA Ligase [5 U-1"!] 1,0 l

ten keiner Behandlung mit einem Blunting Enzym.

Sticky-End-Ligation Fine Sticky-End-Ligation bot den Vorteil, dass die Insert Integration
in den Vektor aufgrund der Uberhiinge weitgehend gerichtet erfolgte. Zur Klonierung einer, nur
C-terminal um einen Hisg-Tag erweiterten, v-Tubulin-CDS war die Verwendung einiger Schnitt-
stellen nicht moglich, da sie bereits innerhalb der y-Tubulin-CDS auftraten und nur bestimmte
Restriktionsschnittstellen in der MCS der Vektoren zu Ver-

fligung standen. Zur Losung des Problems wurden Restrik- Tabelle 2.21: Sticky-End-Ligation

tionsenzyme genutzt, die eine Kompatibilitdt der Schnitt- 20,0 ul Ansatz
. . . . . Komponente Volumen
stellentiberhéinge (wie z. B. Xhol und Sall) gewéhrleisten,
2x Reaktions-Puffer 10,0 pul
um die y-Tubulin-CDS in den Vektor einzubringen. Die  Amplifikat 2,0 1l
) i sddHz0 6,0 ul
Reaktionsmixtur (Tabelle 2.21) wurde zusammengegeben  vekior [50 ng] 1,0 l
T4 DNA Ligase [5 U-171] 1,0 ul

und fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Alternativ konnte
der Ansatz auch fiir 16 Stunden bei 4 °C inkubiert werden.
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2.3 Proteinbiochemie

2.3.1 Induktion einer heterologen Expression

Die Anzucht transgener Organismen mit induzierbaren Promotoren erfolgte in doppelt gerei-
nigten Gefédfen. Dies diente zur Sicherstellung, dass sich zu Versuchsbeginn keine Inducer-

Riickstande in den Gefaflen befanden.

2.3.1.1 IPTG vermittelte Aktivierung

Die verwendeten pET-Expressionsvektoren verfiigten iiber einen starken T7/lacO-Promotor.
Plasmide mit einem T7/lacO-Promotor verfiigen iiber eine zusétzliche, downstream gelegene lac
Operator-Sequenz sowie eine upstream gelegene lacI-CDS, die dauerhaft transkribiert und trans-
latiert wird (Abbildung 2.8). Der Vorteil des T7/lacO- gegeniiber einem einfachen T7-Promotor
bestand in der reduzierten Basalexpression. Zwecks der beabsichtigten heterologen Proteinex-
pression ist ein Bakterienstamm nétig der iiber eine kontrollierte T7-RNA-Polymerase- Aktivitét
verfiigt, wie der BL21(DE3)-Stamm. Die Expression der T7-RNA-Polymerase in den Bakterien

unterliegt der Kontrolle eines

PTG Induktion lac-Operators und wird durch die Zu-

Dopmerass v 17RNA gabe von Isopropyl-g-D-Thiogalacto-

Polymerase
‘ T7 Gen | | -Tubulin-CDS
|

= : | T e \ pyranosid (IPTG) aktiviert. IPTG ist
(%l A g— <?®\‘\4“ \

1
— o o im Gegensatz zu Lactose und Allolacto-

|
L = . . . .
& se nicht durch die Bakterien metaboli-

}’ sierbar, somit gilt %:0. Auf-

lac I Gen 7

:EC@““\

grund einer Mutation im lac-Operon
ist es moglich die Bakterien in ei-

nem mit Glucose angereicherten N&hr-

BL21(DE3)

-

medium anzuziehen, was zu gesteigerten

Abbildung 2.8: Induktionsschema der Proteinexpression

Wachstumsleistungen der Bakterien und
durch IPTG-Zugabe [8, 77]

somit einer gesteigerten Proteinausbeu-
te fithrt [77]. Eine pET-Vektor tragende BL21(DE3) Dauerkultur wurde in LB-Amp-Medium fiir
16 Stunden bei 37 °C und 150 rpm angezogen. Nach der Zugabe von 2 ml der Starterkultur in
200 ml frisches LB-Amp-Medium, das 50 mM Glucose enthielt, folgte eine Inkubation fiir ca.
3 Stunden bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer ODggg = 1,0+£0,05. Durch die Zugabe 200 pl einer
1 M IPTG-Loésung wurde die Proteinexpression induziert. Nach einer Inkubation fiir 3 Stunden

bei 37 °C und 150 rpm wurden die Bakterien aus der Suspension isoliert zur Proteinextraktion.
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2.3.1.2 17p-Estradiol vermittelte Aktivierung

Der verwendete pMDCT7-Vektor verfiigt iiber ein sogenanntes chiméres Transkriptions-Aktivator-
System, kurz XVE, das von Zuo et al. [81] erstmalig beschrieben wurde. Das XVE-Fusionsprotein
steht unter Kontrolle eines starken, konstitutiven Pg19_99 Promotors [137]. XVE besteht aus
der DNA-Bindedoméne des bakteriellen Repressors LezA, einer Transaktivierungsdoméne VP16
[138] sowie der regulatorischen Region des menschlichen Ostrogen-Rezeptors hER (Abbildung
2.9). Die Transkriptions-Aktivator Aktivitit ist durch Ostrogene reguliert.

- — \
17p Ostradiol Zellkern
Induktion
XVE-Fusion inaktiv A-} XVE-Fusion aktiv
S ’
reversible
Import in Zellkern Bindung an
Translation Promotor
Pflanzen Transkription
Genom
Right Border XVE-Fusion aktiv ’ Left Border
N rexa [ veis| ner
V I |
G10-90 Terminator 0,46 Terminator
Promotor Promotor
e _/

Abbildung 2.9: Induktion der Proteinexpression in Pflanzenzellen durch 178-Estradiol
Gezeigt ist hier nur die Region zwischen der Right und Left Border, ausgenommen des Hyg® Zuo et al. [81].

Erst der Induktor-XVE-Komplex ist in der Lage an den Ope;4-46-Promotor zu binden und die
Transkription der Zielsequenz einzuleiten. Dieses System zeichnet sich durch eine sehr niedrige
Basalexpression, aber schnelle Reaktion auf den Inducer aus. Ferner sind bisher keine pflanzenen-
dogene Inducer sowie toxische oder physiologische Effekte exogener Inducer bekannt [81, 139].
Fiir dieses Sytem besteht ein sigmoidaler Dosis-Wirkungszusammenhang, auch konnten bisher
erste Proteine in dicotylen Pflanzen exprimiert werden. Die Transkriptraten des XVE-Systems
liegen deutlich {iber denen des etablieren 35S-Systems, allesamt wichtige Faktoren, die fiir eine

Verwendung eines solchen Systems sprechen.

Da von der 178-Estradiol-Stammlésung [50,0 mM in DMSO gelost| ein erhebliches gesund-
heitliches Risiko fiir den Experimentator ausgeht, erfolgte die Induktion durch die Zugabe eines
um 178-Estradiol angereicherten Hoagland-Néhrmediums.

Eine Applikaton als Aerosol — welche weitgehend verbreitet ist — wurde aus den oben genannten

Griinden strikt abgelehnt.
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2.3.2 Proteinisolation
2.3.2.1 Denaturiernde Proteinisolation

Die Extraktion des Pflanzenmaterials unterschied sich von der

Tabelle 2.22: Denaturierungspuffer . g terienmaterials durch einen zusitzlichen Aufarbeitungs-

Komponente Konzentration schritt mit Aceton. Das homogenisierte Probenmaterial wurde
Tris 62,50 mM zur weiteren Aufarbeitung in einem Tris/SDS-haltigen Dena-
SDS 2,0 Vol.-%

B-ME 5,0 Vol.-% turierungspuffer (veréndert nach Ldmmli [140]) nachfolgender
pH = 6,8+0,05

Zusammensetzung aufgenommen, aufgekocht und durch Zentri-
fugation von dem verbliebenen Zellriickstand befreit. Die Pro-

teinextrakte wurden bei 4 °C gelagert.

Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial Zuerst wurde das Pflanzenmaterials homogeni-
siert. 200 mg des Probenmaterials wurden in einem Morser mit fliissigem Stickstoff homogeni-
siert und anschlieffend in 1,0 ml Aceton aufgenommen. Nach einer zwanzigminiitigen Fallung auf
Eis wurde die Probe bei 4 °C und 4.000zg fiir 2 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und der Wasch- und Féllungsschritt wiederholt. Das erhaltene proteinhaltige Pellet
wurde getrocknet und in 200 pl Denaturierungspuffer resuspendiert. Die Probe wurde dann fiir
5 Minuten bei 95 — 100 °C aufgekocht. Durch abschlieftende Zentrifugation (Biofuge A, Heraeus)
bei RT fiir 30 Minuten und 13.000zg sollten alle Zellriickstdnde entfernt werden. Der proteinhal-

tige Uberstand wurde in ein neues Eppendorf Reaktionsgefiaf iiberfiihrt und eingelagert.

Proteinextraktion aus Bakterien Die Extraktion erfolgte analog der aus Pflanzenmaterial.
200 mg der im Morser homogenisierten Probe wurden in 300 jul des Denaturierungspuffers auf-
genommen und fiir 5 Minuten bei 95 bis 100 °C aufgekocht. Die Sedimentation der Zelldebris
erfolgte durch Zentrifugation bei RT fiir 30 Minuten und 13.000zg. Der proteinhaltige Uberstand

wurde in ein neues Eppendorf Reaktionsgeféfs {iberfiihrt und eingelagert.

2.3.2.2 Native Proteinisolation aus E. col:

Um einen moglichst schonenden Aufschluss zu gewéhrleisten boten sich zwei Techniken an. Zum
Einen eine Behandlung mit Lysozym und zum Anderen eine Ultraschallbehandlung. Gegen ei-
ne Behandlung mit Lysozym sprachen der zu verwendende detergenzienfreie Puffer sowie die
Inkubation fiir 1 Stunde bei 37 °C. Ein detergenzienfreier Puffer hitte negative Einfliisse auf
Proteinqualitdat haben konnen und die Inkubation begiinstigte potentiell enthaltene Proteasen.

Eine Ultraschallbehandlung erfolgte auf Eis und stellte keine Anforderungen an den Puffer.
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Zum Zellaufschluss wurden die Bakterien nach der Inku- Tabelle 2.23: Aufschlusspuffer

bation durch eine zehminiitige Zentrifugation bei 4 °C und
Komponente Konzentration

7.000xg pelletiert, bevor sie im Aufschlusspuffer resuspen- KoHPOs /KHaPOs 50,0 mM

diert und einer Ultraschallbehandlung auf Eis unterzogen — KC¢! 500,0 mM
MgCla 1,0 M
wurden. Der Ultraschallhomogenisator (Sonopuls HD 2200 ~ GTP 1,0 uM
1-Thioglycerol 10,0 mM
mit TT13 Titanteller) wurde mit 50% Leistung fiir 7 Minu-  Complete EDTA-free

. . . . Protease Inhibitor 1 Tablette/50,0 ml
ten (0,2 Sekunden Pulsintervall) betrieben. Die Suspension pH — 8,04£0,05

wurde fiir 60 Minuten bei 4 °C und 13.000xg zentrifugiert
(Beckmann J2-21, JA 14 Rotor) zur Entfernung etwaiger

verbliebener Zellen sowie Zelldebris. Gegebenenfalls wurde der Uberstand noch mit einem Sprit-

zenvorsatzfilter (Carl Roth, 0,22 pm, PVDF) filtriert.

2.3.2.3 Native Proteinextraktion aus pflanzlichen Geweben

Die Extraktion nativer, aktiver Proteine stellte besondere Anforderungen an die Aufarbeitung
des Probenmaterials. Zur Reduktion der Proteasenaktivitat wurden die Proben in einer Kiihl-
kammer bei 4 °C Umgebungstemperatur mit einem Morser in fliissigem Stickstoff homogenisiert.
Das Homogenisat wurde in Aufschlusspuffer (Tabelle 2.23) suspendiert und zusétzlich auf Eis
mit einem Potter-Elvehjem-Gewebehomogenisator mit Teflon-Pistil weiter homogenisiert. Die
Suspension wurde fiir 60 Minuten bei 4 °C und 13.000zg zentrifugiert (Beckmann J2-21, JA 14
Rotor) zur Entfernung etwaiger verbliebener Zellen sowie Zelldebris. Gegebenenfalls wurde der

der Uberstand noch mit einem Spritzenvorsatzfilter (Carl Roth, 0,22 ym, PVDF) filtriert.

2.3.3 Proteincharakterisierung und -nachweis
2.3.3.1 Photometrische Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Versuchsergebnisse erforderten den Einsatz zweier Proteinbestimmungsmethoden. Der Prote-
ingehalt der Extrakte wurde stets mit der von Bradford [141] vorgestellten Methode quantifiziert.
Die Eluate der immobilisierten Metall-Affinitdtschromatographie wurden durch die von Warburg

[142] etablierte Methode auf ihren Proteingehalt hin untersucht.

Bestimmung nach Bradford Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter zu
Hilfenahme des Farbstoffes Coomassie-Brillantblau G250 (auch héufig als Acid Blue 90 bezeich-
net). Aufgrund der Wechselwirkungen des Triarylmethan-Farbstoffes mit den Proteinen unter
sauren Reaktionsbedingungen wird der Farbstoff in seiner anionischen Sulfatform stabilisiert.

Dies fiihrt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von A = 470 nm zu A = 595 nm.

50



Material und Methoden

Da die Komplexbildungsreaktion ndherungsweise quantitativ verlauft, ist es moglich Aussagen
tiber die Proteinkonzentration der gemessenen Losung zu treffen (in Korrelation zu einer Rinder-
serumalbumin (BSA)-Eichlosung). Dies ist auch der Schwachpunkt der Messmethode. Fiir jedes
Protein(extrakt) wére eine eigene Eichlosung erforderlich, dennoch sind die BSA-Referenz-Werte
ausreichend valide [143|. Die Bradford-Methode eignet sich am besten zur Bestimmung von Pro-
teinmengen im Bereich von 1 — 10 mg, wobei die Nachweisgrenze bei 0,05 - 0,5 mg - ml ~! liegt
[84]. Das zu untersuchende Proteinextrakt wurde mit sddH2O um den Faktor 1.000 verdiinnt.
Dies war erforderlich, da das verwendete Protein Assay (Bio-Rad, Richmond, USA) sehr sensitiv
auf SDS (> 0,1 Gew.-%) und 8-ME (> 1,0 M) reagiert. Als Referenzwert wurde der Denaturie-
rungspuffer analog verdiinnt. Vor der eigentlichen Proteinbestimmung war die Erstellung einer
Kalibrierungsgeraden erforderlich. Hierzu wurden BSA-Referenzproben hergestellt und analog
der Extraktproben bei A = 595 nm gemessen. Die Steigung m ist essentiell fiir die Konzentrati-

onsbestimmung und ergab sich aus der 1. Ableitung der Extinktion nach der Konzentration.

Zur Messung wurden 200 ul des Bio-Rad Protein Assay mit 800 pl der Probe in einer Ein-
malkiivette aus Polystyrol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) zusammengegeben und durchmischt.
Nach 5 Minuten wurde die Probe im Spektralphotometer (Typ U-1100, Hitachi) nach einem
Nullabgleich vermessen. Zur Validierung wurde die Messung dreifach wiederholt. War die Stan-
dardabweichung kleiner 0,03, so wurde aus den Messwerten ein Mittelwert gebildet und fiir die
weiteren Berechnungen verwendet. Die Berechnung des Proteingehalts ergab sich nach folgender

Gleichung;: ) 1000
595 °

MK alibierungsgerade * 300

CProtein [ng : 111_1] = (22)

Bestimmung nach Warburg Im Gegensatz zur Kolorimetrie ist diese Methode stérunemp-
findlicher. Auch verfiigt Methode nach Warburg iiber einen gréfseren Messbereich (20 — 3.000 pg
* ml ~1) im Vergleich zum Bradford-Assay [126]. Die Nachweismethode beruht auf den einzel-
nen Absorptionsbeitrigen der aromatischen Aminoséuren Tryptophan, Tyrosin und in geringem
Mafe Phenylalanin, im Bereich von A = 260 bzw. A = 280 nm. Schwachpunkte dieser Methode
sind die geringe Sensitivitit und dass nur aromatische Aminosduren nachgewiesen werden. Die
heterogene Aminosdurenzusammensetzung der Protein gilt es bei der Ergebnisauswertung zu be-
riicksichtigen. Mittels des zweiten Teils des nachfolgenden Terms und der Faktoren wurde dem

potentiell vorhandenen Nukleinsédureanteil und dem Losemitteleffekt Rechnung getragen.

cProteinng - 1171 = 1,55 - ODagg — 0,76 - ODago (2.3)
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Die Quantifizierung der IMAC-Eluate erfolgte mit Hilfe der Warburg-Methode, da Imidazol
storend auf den Bradford-Protein-Assay wirkt. Eine photometrische Bestimmung bei A = 205 nm,
einer von der Proteinzusammensetzung unabhingigen Messmethode, konnte ebenfalls aufgrund
des im Elutionspuffer enthaltenen Imidazols nicht durchgefiihrt werden. Bei A = 205 nm zeigt
die Peptid-Bindung ein Absorptionsmaximum, ebenso wie Imidazol.

Die Proben wurden im Spektralphotometer (Typ U-1100, Hitachi) in einer Quarzglas-Kiivette
bei A = 260 nm bzw. A = 280 nm gemessen. Zum Nullabgleich wurde die jeweilige Elutionslosung

verwendet.

2.3.3.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Trennung von Proteinengemischen erfolgte mittels einer SDS-Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Hierbei iiberdeckt das anionische Detergenz SDS die Ei-
genladung der Proteine effektiv, so dass Micellen mit einer konstanten negativen Ladung pro
Masseneinheit des Proteins entstehen [126]. Zur Probenvorbereitung wird das Proteinextrakt in
einem SDS- und g-ME-haltigen Puffer aufgenommen und durch 5 miniitiges aufkochen dena-
turiert. Dies ist notwendig, da SDS bei nicht oder zu kurzem Aufkochen nur unzureichend die
Proteine maskiert, was zu einem abnormen Laufverhalten fiihrt. Dies ist mit der kinetischen

Stabilitdt der Proteine zu erkldren [146]. In einem elektri-

1
log(MW)

schen Feld wandert der SDS-Protein-Komplex zur Anode.
Dabei trennt der Molekularsiebeffekt einer porésen Poly- 4 4
acrylamidmatrix die SDS-Protein-Komplexe nach ihrem
Stokes-Radius und damit nach ihrem Molekulargewicht
auf [144]. Durch den Einsatz von Kalibierungsstandards ist
es moglich innerhalb eines bestimmten linearen Bereichs
eines Gels quantitative Aussagen iiber das Molekularge-

wicht des Polypeptids zu treffen (Abbildung 2.10). Das ver-

wendete diskontinuierliche Tris-Puffersystem aus Sammel- . R .
F

und Trenngel basiert auf einem modifizierten Lammli-
Abbildung 2.10: Molekulargewicht als
System [140]. Der Vernetzungsgrad und damit die Poren- Funktion des Rr-Wertes
Der Bereich in dem n&herungsweise ein
linearer Zusammenhang gilt ist grau un-
und dem Verhéltnis der beiden Vernetzer zueinander de- terlegt. Die Lage dessen ist von der Kon-
zentration an Acrylamid und somit dem
terminiert. Die Polymerisation wird durch die Zugabe des Vernetzungsgrad abhéngig (vgl. Abbil-
dung 1-2: Laufverhalten von Molekular-

Radikalbildners Ammoniumpersulfat (APS) und des Kata- gewichtsmarkern in SDS-Gelen [144]).
lysators N,N N’ N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Rr: Retentionsfaktor [126, 145].

initiiert.

weite ist durch die Konzentration an Acryl-/Bisacrylamid
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Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Mini-Protean II Dual Slab Cell-System (Bio-Rad, Richmond, USA) in Verbindung mit der Multi-
Casting Chamber verwendet. Die Gele wurden in der Giefvorrichtung geméifs den Hersteller-
angaben angefertigt. Das Trenngel (8,3 - 5,0 cm - 0,1 ¢cm) wurde in die Sandwich-Kammer
gegossen und dann mit Ethanol (20 Vol.-%) iiberschichtet. Der Ethanol sollte den bei der
Polymerisation inhibierend wirkenden Luftsauerstoff vom Reaktionsgemisch abtrennen. Nach
60 Minuten war von einer vollstdndigen Polymerisation auszugehen. Die Initiation der Poly-
merisation des Sammelgels erfolgte mit APS und TEMED, anschlieffend wurde das Trenngel
mit der Sammelgel-Reaktionsmischung iiberschichtet (8,3 - 1,0 cm - 0,1 cm). In die Sammelgel-
Reaktionsmischung wurde noch ein Probenkamm fiir 10 bzw. 15 Probentaschen eingesetzt, bevor

es fiir ebenfalls 60 Minuten inkubierte.

Tabelle 2.24: SDS-PAGE-Puffer und Gelzusammensetzung fiir 2 Gele

Puffer Zusammensetzung Trenngel 10,0 Vol.-% Sammelgel 4,0 Vol.-%
Tris 1,5 M
_Puff ’ 1 -
T-Puffer pH — 8,8£0,05 2,50 m
Tris 0,5 M
S-Puffer pH — 6,840,05 - 2,50 ml
. . Acrylamid 29,2 Gew.-%
- T )
Acryl-/Bisacrylamid Bisacrylamid 0,8 Gew.-% 3,33 ml 1,33 ml
SDS Stock SDS 10,0 Gew.-% 0,10 ml
APSt APS 10,0 Gew.-% 60,0 pl 80,0 ul
TEMED? TEMED 6,63 M 5,0 ul 10,0 pl
sddH,0Of 4,0 ml 6,0 ml
Glycerol 10,0 Vol.-%
B-ME 5,0 Vol.-%
Probenpuffer SDS 2,0 Vol.-%
Bromphenolblau 0,012 Vol.-%
Tris 62,50 mM

T Abhingig von den zu trennenden Proben wurde die Acryl-/Bisacrylamid-Konzentration angepasst [144].

¥ Diese Komponenten wurden erst kurz vor Gebrauch zugegeben.

Die APS-Losung war bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert. Alle sonstigen zur SDS-PAGE
notwendigen Losungen wurden im Kiihlschrank gelagert. Die SDS-Stammlésung musste vor Ge-

brauch erwidrmt werden um das ausgefallene SDS wieder in Losung zu bringen.

Kalibrierungsstandard fiir die SDS-PAGE Als Standard wurden ausschlieflich der Roti-
Mark Standard (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und PageRuler Unstained Broad Range Protein
Ladder (Fermentas, St. Leon-Roth) verwendet.
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Durchfiihrung einer SDS-PAGE Das verwendete Gelelektrophoresesystem erforderte bau-
artbedingt stets zwei Polyacrylamidgele zur Abdichtung der Gelelektrophoresekammer, auch
wenn nur eines mit Proben beladen wurde. Nach dem Zusammenbau der Kammer wurde die-
se mit Laufpuffer befiillt und die Probenkdmme des Gels entfernt. Die Probenvorbereitung war
erforderlich, da zur vollstdndigen Denaturierung von Protein-Sekundérstrukturen eine einfache
Behandlung mit SDS nicht ausreicht [146|. Hierzu wurden im Regelfall 15 ng Gesamtprotein mit
10 pl Probenpuffer in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefaft zusammen pipettiert. Das notwen-
dige Volumen errechnete sich aus der Proteinbestimmung nach Bradford. Im Falle der mit einer
Ni?*-Sepharose-Matrix aufgereinigten Proteinproben wurden 10 pl des jeweiligen Eluats mit
10 pl Probenpuffer versetzt und analog den anderen Proben behandelt. Eine Inkubation bei
95 — 100 °C fiir 5 Minuten in einem Wasserbad sorgte fiir die vollstédndige Denaturierung der
Proteine. Nun konnten die vorbereiteten Proben in die Geltaschen eingebracht und die Elektro-
phorese gestartet werden. Das ebenfalls im Probenpuffer enthaltene Glycerol bewirkte, aufgrund
seiner hoheren Dichte und der bedingungslosen Mischbarkeit mit Wasser beim Pipettieren ein
Herabsinken der Probe in die Geltasche. Der Kalibrierungsstandard bedurfte keiner Vorbereitung
und so konnten 5,0 nl direkt aufgetragen werden. Die Spannung U = 200 V wurde mittels ei-
nes PowerPac 3000-Netzteils (Bio-Rad, Richmond, USA) in der Elektrophoresekammer angelegt
und fiir die Dauer von ca. 50 Minuten gehalten. Der im Probenpuffer enthaltene inerte Farbstoff
Bromphenolblau verfiigt iiber eine Mobilitit (dem Quotienten aus Permeabilitat und Viskositét)
vergleichbar mit einem 20 kDa Polypeptid in einem Gel der zuvor genannten Zusammensetzung
(Tabelle 2.24). War wihrend der Elektrophorese an der unten gelegenen Kathode eine Blasenbil-
dung zu beobachten, wurde die Elektrophorese kurzzeitig unterbrochen und die Blase entfernt.
Dies sollte die Ausbildung eines homogenen elektrischen Feldes gewéahrleisten, das ein homo-
genes Laufverhalten der Proteine bewirkt. Zur spéteren Grofleneinschétzung der Proteine war
dies essentiell. Ein Gel mit einem unregelméfigen Laufverhalten der Proteine war hierfiir nicht
verwendbar. Am Ende der Elektrophorese wurde das Sammelgel vom Trenngel entfernt und das
Trenngel in seiner Orientierung markiert. Je nach Verwendungszweck wurde es zur Gesamtprote-
infarbung in eine Fixier- und Farbelosung eingebracht oder fiir einen sich direkt anschliefsenden

Western-Blot in einen Transferpuffer tiberfiihrt.

Gesamtproteinfirbung und Konservierung eines Polyacrylamidgels Nach der elek-
trophoretischen Gréfsentrennung der Proteine wurde das Polyacrylamidgel in eine kombinierte
Fixier- und Féarbelosung iiberfithrt. Grundlage der Fixierung war die Proteinfdllung in einer
ethanolisch-essigsauren Losung. Hierbei fallen die Proteine aufgrund der Schwéchung ihrer Hy-
drathiille aus und bleiben somit in der Polyacrylamid-Matrix fixiert. Die Farbung der Proteine

erfolgte mit dem auch bei der Bradford-Bestimmung eingesetzten Coomassie-Brillantblau G250.
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Tabelle 2.25: Losungen zur Proteinfadrbung und Konservierung Zur Gesamtproteinfarbung wurde das

Polyacrylamidgel direkt nach der Elek-

Losung Komponente Konzentration
Fixier-/Farbelosung  FtOH 30,0 Vol-% trophorese in die Fixier-/Férbelosung
Essigsiure 10,0 Vol.-% (Tabelle 2.25) eingebracht und fiir

Coomassie-Brilliantblau 0,10 Gew.-%

1 Stunde auf einem Rotationsschiittel-

Trocknerlésung Methanol 25,0 Vol.-%
2-Propanol 10,0 Vol-% tisch (Reax 3) bei niederer Drehzahl in-
Glycerol 2,0 Vol.-%

kubiert. Alternativ war es moglich das
Gel fiir 16 Stunden im Kiihlschrank
mit der Fixier-/Farbelosung zu inkubieren. Zur Entfernung des ungebundenen Coomassie-
Brilliantblau-Farbstoffes wurde das Gel in sddH5O iiberfiihrt und fiir 15 Minuten in einer Mikro-
welle (MicroChef FM 350, Moulinex) aufgekocht. Dieser Schritt wurde wiederholt bis distinkte
Banden erkennbar wurden.

Zur Konservierung der Gele wurden sie fiir 30 Minuten auf einem Rotationsschiitteltisch (Reax
3) in einer Trocknerlosung inkubiert bevor sie luftblasenfrei in Zellglasfolie (Folia Paper Bring-
mann, Wedelstein) eingeschlagen werden konnten. Die Zellglasfolie wurde mit Klebestreifen auf
einer Glasplatte fixiert und zum Trocknen bei RT ausgelegt. Zur Dokumentation wurden sie mit

einem Scanner digitalisiert und ggf. mit dem Programm Adobe Photoshop nachbearbeitet.

Alternativ bot sich noch eine deutlich sensitivere Farbemethode durch kollodiales-Coomassie
nach Kang et al. [147] und Candiano et al. [148] an, vor allem wenn die Proben fiir weitere protein-
biochemische Analysen verwendet werden sollten. Die Féarbung ist bereits nach
3 Stunden weitgehend abgeschlossen ohne nennenswerte Hintergrundfarbung. Die dunkelgriine

Losung ist streng genommen eine

Tabelle 2.26: Losungen zur kollodialen Proteinfarbung und Konservie- Suspension in der schwimmende

rung
kollodiale Coomassie-Partikel vor
Losung Komponente Konzentration .
jedem Gebrauch aufzuschlammen
Farbelosung Kolloid  EtOH 10,0 Vol.-%
ortho-Phosphorséure 2,0 Vol.-% sind. Die SDS-PAGE-Gele miis-
Aluminiumsulfat-(18)-Hydrat 5,0 Gew.-% .
Coomassie-Brilliantblau 0,02 Gew.-% sen vor der ZUgabe der kollodialen
Entfirber-Losung EtOH 10,0 Vol.-% Farbelosung mindestens zweimal

ortho-Phosphorsiure 85 Vol.-% 2,3 Vol.-%

mit sddHoO unter schiitteln fiir
) . je 15 Minuten gewaschen werden.
Zur Herstellung der Farbelosung gilt es zurerst das Aluminiumsul-
fat in sddH2O zu lésen, EtOH zuzugeben, durchmischen und erst Das enthaltene SDS wiirde sonst
dann Coomassie-Brilliantblau und ortho-Phosphorséure zugeben.

Als Entfarber-Losung kann auch sddH2O verwendet werden. eine sehr starke Hintergrundfér'

bung verursachen. Die Losung ist
mehrfach zu gebrauchen, sollte jedoch bei einer deutlichen Blaufarbung nicht weiter verwendet

und entsorgt werden.
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2.3.3.3 Western Blot

Der Ausdruck Western-Blot umfasst das Proteinblotting auf eine Membran mit anschliefsender
Immunodetektion. Beim Elektroblotting werden die zuvor mittels Gelelektrophorese aufgetrenn-
ten Proteine, in einem orthogonal angelegten elektrischen Feld aus der Polyacrylamidmatrix
auf eine Membran transferiert. Die in der Gelelektrophorese erzielte Auftrennung der Proteine
bleibt hierbei erhalten. Im Rahmen dieser Arbeit kam die von Kyhse-Andersen [149] vorgestellte
semidry-Technik zum Einsatz. Sie besteht aus Plattenelektroden, zwischen denen das sogenannte
Blotsandwich aus Filterpapieren, Membran und Gel eingebracht wird (Abbildung 2.11). Gegen-
iiber der Tankblotting-Technik bietet sie den Vorteil eines geringen Puffervolumens und bedarf

keines Kiihlsystems [126].

Proteintransfer Die verwendete Trans-Blot
SD Semi-Dry Electrophoretic Tranfer Cell
(Bio-Rad, Richmond, USA) wurde mit einem
PowerPac 200-Netzteil (Bio-Rad, Richmond,
USA) betrieben. Vor Beginn des Elektroblot- B =

tings wurden die PVDF-Membran (Immobi- @

lin P, Millipore, ESChborn) sowie 2 Filterpa- Abbildung 2.11: Aufbau einer Blot-Apparatur
pierstiicke (Schleicher & Schuell Cle-Blotting- [8, 126, 149]

Papier, Dassel) in Grofse des Trenngels (8,3
- 5,0 cm) und 2 etwas grokere Filterpapie-

. ) Tabelle 2.27: Losungen zum Elektroblotting
re (10,0 - 6,0 cm) zugeschnitten. Die PVDF-

Membran wurde zur Aktivierung fiir 1 Minu- _ Losung Komponente Konzentration
. . Transferpuffer Methanol 20,0 Vol.-%
te in ein Methanolbad gegeben. Danach wur- P SDS 0.0375 Gev(:f %
de das PAGE-Gel aus der Laufapparatur ent- Tris 48,0 mM
Glycerol 39,0 mM
nommen, das Sammelgel vom Trenngel ent- ~p "~ TCA 3.0 Gow.-%
fernt und das Trenngel in seiner Orientierung Ponceau § 0,40 Gew-%

. . TBST-Puffer Tween20 0,10 Vol.-%
markiert. Anschliefend wurde das Trenngel NaCl 137.0 mM
mit allen 4 Filterpapieren und der aktivierten TIr{lS 6 20,0 mM

pha =1,
PVDF-Membran in einem Transferpufferbad — 1pgrMp-puffer TBST-Puffer
Milchpulver 5,0 Gew.-%

fir 30 Minuten auf einem Rotationsschiittel-

tisch (Reax 3) bei niederer Drehzahl &dquili-
briert. Beim Aufbau der Apparatur war darauf zu achten, dass jede einzelne Schicht luftblasen-
frei und biindig auf die vorherige aufgebracht wurde. Dies sollte eine homogene Ausbreitung des

elektrischen Feldes sicherstellen.
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Die beiden groferen Filterpapiere bedeckten die Platin-Anode. Auf die Filterpapiere wurde die
PVDF-Membran, mit der hydrophoben Seite zur Kathode orientiert, aufgebracht. Dariiber wur-
de das Polyacrylamidgel gelegt, das dann mit den zwei kleineren Filterpapieren iiberschichtet
wurde. Nach dem Verriegeln der Elektroblotting-semidry-Apparatur wurde zum Transfer der
Proteine auf die PVDF-Membran fiir 25 Minuten eine Spannung von U = 12 V zwischen den
Platinelektroden angelegt.

Am FEnde des elektroblotting Vorganges wurde die PVDF-Membran analog des Polyacrylamid-
gels in ihrer Orientierung markiert und einer Kontrollfirbung unterzogen. Die reversible Far-
bung der Proteine auf der PVDF-Membran erfolgte mit dem Azofarbstoff Ponceau Rot S. Hierzu
wurde die Membran kurz in ein Farbstoffbad getaucht und danach mehrfach mit TBST-Puffer
gewaschen bis distinkte Banden zu erkennen waren. Danach wurde die Membran durch je einen

5 miniitigen und einen 10 miniitigen Waschschritt in TBST-Puffer vollsténdig entfarbt.

Zur Vorbereitung des immunchemischen Proteinnachweises wurde die Membran in einen TBST-

MP-Puffer iiberfiihrt und fiir 16 Stunden bei 4 °C zwischengelagert.

Immunochemischer Proteinnachweis Der immunochemische Proteinnachweis erfolgte
durch das nicht radioaktive bindre Antikérper-ECL-System. Ein primérer Antikérper bindet an
das Zielprotein auf der PVDF-Membran und wird von einem sekundéren Antikorper erkannt, der
daran bindet. Der sekundére Antikorper tragt eine HRP, die unter leicht alkalischen Bedingungen
die Oxidation von Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazindion) zur 5-Aminophtahlsidure
katalysiert. Hierbei kommt es zur Freisetzung von Lichtquanten. Das Emissionsspektrum zeigt
ein Maximum bei A = 428 nm, das mit einem Blaulicht sensitiven Film bzw. Kamerasystem de-
tektiert werden kann. Als primérer Antikorper wurden im Rahmen dieser Arbeit drei verschiedene
Antikorper eingesetzt. Der von Schlag [45] dargestellte und gegen die pflanzliche Joshi-Déméne
[37] gerichtete polyklonale «-Tubulin-Antikérper, wurde stets aus Serum aufgearbeitet. Nach der

néchtlichen Inkubation der PVDF-

Tabelle 2.28: Antikbrper Membran in einem Milchpulverpuf-

Antikorper Verdiinnung Organismus Lieferant fer wurde die Membran mit TBST-
Anti-’y-Tubulin 1:250 Kaninchen Covalab Puﬁer Zweimal kurz und je einmal
Anti-Hisg 1:3.000 Maus GE Healthcare
Anti-GFP 1:1.000 Maus Roche fir 5 und 15 Minuten gewaschen.
HRP anti-Rabbit  1:2.500 Schaf GE Healthcare Die Inkubation im Milchpulverpuf—
HRP anti-Mouse 1:2.500 Schaf GE Healthcare

fer diente der Blockierung der freien,

nicht proteinhaltigen Oberflache.
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Dies war erforderlich, da sonst die unspezifische Antikorper-Membran Bindung ein starkes
Hintergrundsignal erzeugt, vor dem eine Differenzierung des Blotergebnisses nicht mehr moglich
ist. Die Membran wurde mit 2,0 ml TBST-MP-Puffer iiberschichtet und ein aus Tabelle 2.28 zu
entnehmendes Volumen des Primérantikorpers zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 1 Stunde
unter konstantem Schiitteln bei RT. Um Verdunstung und damit verbundene Konzentrations-
verdnderungen zu vermeiden wurde das Inkubationsgefaff mit einem Deckel verschlossen. Am
Ende der Inkubation wurde die Membran erneut einer Waschprozedur unterzogen (analog jener

zu Beginn).

Zur Inkubation mit dem Sekundérantikérper wurde die Membran ebenfalls in 2,0 ml TBST-
MP-Puffer aufgenommen und der jeweilige Sekundarantikorper zugesetzt. Die sich anschlieffende

Inkubation und die nachgeschaltete Waschprozedur verlief analog zu den Vorherigen.

Durchfiihrung der ECL-Reaktion Die ECL-Losungen I und II des ECL Western blotting
detection reagents analysis system (Amersham, Braunschweig) wurden zu gleichen Teilen zusam-
mengegeben. Das Gesamtvolumen ergab sich aus der Flédche der PVDF-Membran, folglich wurden
0,125 ml des ECL-Gemisches pro cm? Membran

benétigt. Alternativ wurden ECL-Reaktionen Tabelle 2.29: ECL-Ansatz

mit selbst angesetzten Reagenzien durchgefithrt.  Substanz Konzentration Volumen

Der Vorteil lag in einer immensen Kosteneinspa- — Tris pH = 8,5+0,05 100 mM 5,0 ml
p-Cumarséure 90 mM in DMSO 11,0 pl

rung bei vergleichbarer Signalintensitét [150]. Die  Luminol 250 mM in DMSO 25,0 pl
H>05 10,0 Vol.-% 5,0 nl

Komponenten wurden kurz vor der Dokumenta-

tion zusammen gegeben (Tabelle 2.29).

Analoge ECL-Dokumentation Zu Beginn der Arbeit erfolgte die ECL-Dokumentation mit
einem Autoradiographiefilm. Die PVDF-Membran wurde in eine Klarsichtfolientasche einge-
bracht und die ECL-Losung hinzugegeben. Nach einminiitiger Inkubation wurde die ECL-L6sung
entfernt und die Membran luftbalsenfrei eingeschweifit. Die eingeschweifite Membran wurde in
einer Filmkassette (Cronex Lightning Plus, DuPont) fixiert.

Die nachfolgenden Arbeiten erfolgten bei geddmpftem Rotlicht. Ein Bogen des Autoradiographie-
films (Cronex 5, Agfa) wurde zugeschnitten, auf die in Folie eingeschweiftte Membran aufgelegt
und die Filmkassette arretiert. Die Belichtung erfolgte fiir 2, 4, 8, 16 und 32 Minuten. Die Zeiten
ergaben sich aus dem Intensitéts-Zeit-Profil der ECL-Reaktion. Nach der Belichtung wurde der
Filmstreifen fiir 5 Minuten in ein Entwicklerbad eingebracht und durch ein Wasserbad unterbro-

chen, bevor eine einminiitige Fixierung erfolgte.
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Digitale ECL-Dokumentation In spéteren Phasen der Arbeit wurde ein digitales ECL-
Dokumentationssystem etabliert .Das verwendete System war ein 16 bit Deep Sky Imager II-
System mit einem ICX429ALL-CCD Sensor von Meade. Bei einer Chipgrofe von
5,59 mm - 4,68 mm - 1,27 cm, einer Auflésung von 752 x 582 Pixel und einem Dynamikum-
fang von 1:7.000 (Full Well Capacity: ca. 70.000; Noise: 10 Elektronen) war der Chip optimal
fiir die ECL-Dokumentation geeignet. Die Kamera wurde via USB an einen Desktop-Computer

angeschlossen und mittels der Software Autostar Envisage gesteuert.

Entfernung gebundener Antikdrper Eine Uberpriifung mit verschiedenen Antikérpern (re-
probing) ist nur nacheinander geschaltet moglich. Hierzu ist es erforderlich die Blot-Membran von
den Antikérpern zu befreien [124, 150] und dann einen erneuten immunochemischen Nachweis

durchzufiihren.

Gesamtproteinfirbung und Konservierung einer PVDF-Membran Um die Bindungs-
effizienz der Proteine an der PVDF-Membran zu iiberpriifen wurden am Ende einer
ECL-Reaktion die auf der Membran fixierten Proteine nach Sanchez et al. [151] unspezifisch
angefarbt. Dies erfolgte durch den sauren Azofarbstoff Amidoschwarz 10 B. Hierzu wurde die
ECL-Lésung entfernt und die Membran kurz in ein Farbebad eingetaucht. Mittels sddH2O wur-
de die Membran gewaschen bis distinkte Banden zu erkennen waren. Abschliefsend erfolgte die

Trocknung und digitale Dokumentation der PVDF-Membran.

2.3.3.4 ELISA

Zur Vermeidung eines Radioimmunassays wurden die Entwicklung des Enzyme Linked Immu-
nosorbent Assay (ELISA) vorangetrieben und durch Engvall und Perlman 1971 [152] ein erstes
Protokoll hierfiir verdffentlicht. ELISA und Radioimmunassays folgenden gleichen Prinzipien,
nur ist der Amplifikator nicht ein Radioaktiverzerfall sondern eine durch ein Enzym katalysierte
Chromogenumwandlung bzw. Chemolumineszenzreaktion. Der Stoffumsatz ist in Ableitung nach
der Zeit und innerhalb gewisser Grenzen linear, so dass hieraus unter Verwendung eines Kali-
birerungsstandards auf die Proteinkonzentration geschlossen werden kann [126]. Der Nachweis
erfolgte nach Bos et al. [153] nur mit gebundenem Protein und geringfiigigen Verdnderungen des
Protokolls auf 96-Well-Mikrotiterplatten. Zur Auswertung wurde einen Titertek Multiscan Plus
MK II Multiplatereader verwendet, gesteuert durch die Genesis Software (Version 3.03).
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Zuerst wurde der Kalibrierungsstandard — purifiziertes v-Tubulin aus E. coli — und die zu

untersuchenden Proben in Verdiinnungspuffer aufgenommen. Danach wurden 100 pl der jewei-

ligen Proteinlosung pro Well einer NUNC Maxisorp 96-Well-Platte zugegeben und fiir 16 Stun-

den bei 4 °C und 50 rpm inkubiert. Jeder Ansatz wurde dreifach aufgetragen um statistisch

valide Messwerte zu erhalten. Zur Entfernung
ungebundenen Proteins wurden die Wells drei-
mal mit 400 pl Waschpuffer gespiilt. Zur Blo-
ckierung nicht besetzter Bindestellen wurde
die Platte mit 300 nl je Well Blockierungs-
puffer fiir 1 Stunde bei RT und 50 rpm inku-
biert. Nach Entfernung des Blockierungspuf-
fers und dreimaligem Waschen unter analogen
Bedingungen folgte die Zugabe des ersten An-
tikorpers. Die Antikorper wurden auf eine Ar-
beitskonzentration von 1:180 mit PBS-Puffer
verdiinnt. Die Bindung wurde durch eine In-
kubation fiir 1 Stunde bei RT und 50 rpm
vollzogen. Durch dreimaliges Waschen wurde
ungebundener Antikérper entfernt bevor 100

pl je Well des verdiinnten, sekundéren Anti-

Tabelle 2.30: ELISA-Puffer

L6sung Komponente Konzentration
PBS-Puffer NaCl 140,0 mM

NaH2POy 10,0 mM

KCl 2,7 mM

KH2PO4 2,0 mM

pH = 7,440,05
Verdiinnungspuffer =~ PBS-Puffer

BSA 1,0 Gew.-%
Waschpuffer PBS-Puffer

Tween 20 0,05 Vol.-%
Blockierungspuffer =~ PBS-Puffer

BSA 1,0 Gew.-%

Saccharose 5,0 Gew.-%

NaNj3 0,05 Gew.-%
TMB-Lésung TMB 0,01 Gew.-%

DMSO 1,0 Vol.-%

Natriumacetat 0,1 M

H202 0,01 Vol.-%

pH = 6,040,05

korpers zugegeben wurden. Nach einer Inkubation fiir 1 Stunde bei RT und 50 rpm wurde

durch dreimaliges Waschen ungebundener Antikorper entfernt. Durch die Zugabe von 100 pl
3,3,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) Losung wurde die Reaktion gestartet. Nach 20 Minuten

wurde durch Zugabe von 100 pl einer 1,0 M HoSO4-Losung die Reaktion gestoppt und die Ex-

tinktion bestimmt. Gemessen wurde die Extinktion der Proben/Standards bei A = 450 nm,

korrigiert um die Extinktion bei A = 570 nm. Durch die Korrektur wurden optische Fehler und

Miéngel der Mikrotiterplatten-Platte ausgeglichen.
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2.3.4 Proteinpurifikation
2.3.4.1 Affinitats-Chromatographie

Durch die Klonierung wurde -Tubulin um einen C-terminalen Hisg-Tag modifiziert. Dieser sollte
eine Aufreinigung des exprimierten Proteins ermdéglichen. Bei einer IMAC sind metallchelatie-
rende Gruppen an die Sdulenmatrix (hochgradig quervernetzte Agarose) kovalent gebunden,
die ihrerseits mit Ubergangsmetall-Kationen (wie z. B. Ni**) beladen sind [126]. Das in den
Proteinen enthaltene Histidin bindet an die freien Ubergangsmetall-Koordinationsstellen un-
ter Ausbildung eines Ubergangsmetall-Chelat-Komplexes. Die Stabilitit und Selektivitit dieses
Komplexes ist von der Koordinationsgeometrie des verwendeten Ubergangsmetallkations und von
der Orientierung und der chemischen Umgebung des Histidins abhéngig. So kann unter milden
Reaktionsbedingungen nur ein terminaler und freizugénglicher Hisg-Tag einen nennenswerten
Bindungsbeitrag leisten, ein im Innern des Proteins gelegener hingegen nicht. Auch kénnen an-
dere in der duReren Sphire histidinhaltige Proteine an die Ubergangsmetallkationen anbinden,

so dass bei der Elution ein Stufengradient erforderlich sein kann.

Die verwendete Matrix (Ni Sepharose 6 Fast Flow, GE Healthcare, Uppsala, Schweden) war
bereits mit Ni?* beladen und verfiigte iiber einen mittleren Partikeldurchmesser von 90 jim.
Aufgrund der hohen Bindkapazitdt (40 pg - ml ~! Sdulenmaterial) und der Moglichkeit der
Beladung mit verschiedensten Ubergangsmetallkationen (Cu?*, etc.) wurde dieses Saulenmaterial
verwendet. Als Sdulen wurden die Poly-Prep Colums (Bio-Rad, Richmond, USA) mit einem

mittleren Porendurchmesser von 20 pm verwendet.

Tabelle 2.31: IMAC-Puffer

Komponente Bindepuffer Waschpuffer A Waschpuffer B Elutionspuffer
K2HPO4/KHoPOy 50,0 mM 50,0 mM - -
K-MES - - 50,0 mM 50,0 mM
KCl 500,0 mM 500,0 mM 500,0 mM 500,0 mM
MgCla 1,0 tM 1,0 nM 1,0 nM 1,0 ytM
GTP 1,0 pM 1,0 nM 1,0 yM 1,0 pM
1-Thioglycerol 10,0 mM 10,0 mM 10,0 mM 10,0 mM
Glycerol - 10,0 Vol.-% 10,0 Vol.-% 10,0 Vol.-%
Imidazol 25,0 mM 25,0 mM 25,0 mM 50,0 — 500,0 mM
Complete EDTA-free
Protease Inhibitor 1 Tablette/50,0 ml - - -

pH = 8,0+0,05 pH = 8,040,05 pH = 6,640,05 pH = 6,64+0,05

Vorbereitung der Sdulenmatrix Alle Zentrifugationen erfolgten in einer Zentrifuge mit Aus-
schwingrotor (RotiFix II Typ 2900, Hettich) bei RT und 500zg in einem 10 ml Teflonréhrchen.

Zuerst musste das Sdulenmaterial mit dem Bindepuffer dquibriliert werden, bevor es mit dem
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Gesamtproteinextrakt beladen werden konnte. Hierzu wurde 1 ml des in Ethanol (20 Vol.-%)
gelagerten Siulenmaterials aufgeschlimmt und durch eine Zentrifugation pelletiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und das pelletierte Sdulenmaterial in 5 ml sddHyO resuspendiert und
fiir 3 Minuten bei RT inkubiert. Das S&ulenmaterial wurde erneut pelletiert und mit 5 ml des
Bindepuffers resuspendiert. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Abschliefend wurde das
Saulenmaterial erneut pelletiert und mit einem gleichen Volumenteil des Bindpuffers vereinigt.
Zur Vorbereitung der Sdule war es erforderlich, diese durch mehrmaliges Waschen mit einem
Séulenvolumen Ethanol (20 Vol.-%) und drei Sdulenvolumina sddH20 von Riickstdnden zu be-

freien.

Probenvorbereitung Das Sdulenmaterial zeigt eine Instabilitdt gegeniiber reduzierenden Rea-
genzien (wie z.B. f-ME) sowie gegeniiber gewisser Detergenzien (wie SDS > 2.0) Gew.-%. Des-

halb war es erforderlich das Proteinextrakt mit Bindepuffer im Verhéltnis 1:40 verdiinnt.

Durchfiihrung der Affinitdtschromatographie Das vorbereitete Sdulenmaterial wurde im
mit dem vorbereiteten Probenmaterials zusammen gegeben und fiir 60 Minuten bei 4 °C auf
einem Rotationsschiitteltisch (Reax 3, Heidolph, Kehlheim) inkubiert. Nach Ende der Inkubation
wurde der Inhalt des Reaktionsschraubgefiafies auf die Sdule iibertragen und mit der Elution
begonnen. Je nach Proteinextrakt wurden das Elutionsprofil angepasst, generell enthielten die

Elutionspuffer (Tabelle 2.31) Imidazol im Bereich von 50 — 500 mM.

2.3.4.2 Gelfiltration

Gelfiltration bezeichnet eine Methode, die Molekiile entsprechend ihrer Grofse separiert. Hierbei
passieren die Molekiile eine Gelmatrix, deren Zusammensetzung und Eigenschaften die Trenn-
leistung bestimmen. Seit der erstmaligen Beschreibung der Trennung von Proteinen durch Lathe
und Ruthven [154] haben sich die Saulenmaterialien erheblich weiterentwickelt. So erforderte die
Mais-Stéarke-Matrix noch niedrige Flussraten [155|. Erst durch die von Porath und Flodin entwi-
ckelte quervernetzte Dextran-Matrix wurde Gelfiltration bedeutend praktikabeler [156, 157]. Die
Grundlagen ein Proteintrennung sind Abbildung 2.12 kurz schematisch dargestellt. Verwendung
fand eine BioLogic HR FPLC-Einheit von Bio-Rad (Miinchen) sowie eine Pharmacia-Einheit

(Uppsla, Schweden) bestehend aus folgenden Einzelkomponenten:

e Gradient Programmer GP-250

Pump P-500 (2 Einheiten)

Peristaltic Pump P-1

Valve V7

Single Path Monitor UV-1 (Control & Optical Unit)
Fraction Collector Frac-100
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Zur Trennung diverser Proteingemische wurden verschiedene Saulenmaterialien verwendet (Ta-
belle 2.32). Alle Matrices wurden vor Gebrauch mit Gelfiltrationspuffer (Tabelle 2.33) dquibril-

liert.

Tabelle 2.32: Saulenmatrices zur Gelfiltration Tabelle 2.33: Gelfiltrationspuffer

Produkt Trennkapazitit! [kDa] Hersteller Komponente Konzentration
Bio-Gel P-100 5.000 — 100.000 Bio-Rad K-MES 50,0 mM

KCl1 500,0 mM
Superdex 200 pg 10.000 — 600.000 GE Healthcare MgCla 5,0 mM

GTP 10,0 pM
Sephacryl S-300 HR ~ 10.000 — 1.500.000 GE Healthcare K-EGTA 1,0 mM

DTT 1,0 mM

pH = 6,6+0,05

f Alle Angaben beziehen sich auf globulire Proteine.

Instrumentation
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Abbildung 2.12: Grundlagen einer Gelfiltration
Nach Beschickung der Séule erfolgt im Lauf die Trennung der gelosten Proteine. Hierbei zeigen kleinere Proteine
eine langsamere Wanderungsgeschwindigkeit. [157, 158]
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2.3.4.3 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration ist ein Filtrationsverfahren das sich sowohl fiir die schnelle Konzentration
von Proteinlésungen als auch zum Pufferaustausch eignet. Hierfiir wurden asymmetrische Mem-
branen aus Cellulose, Polyethersulfon oder Polyvinylidenfluorid mit verschiedenen Ausschluss-
grenzen entwickelt. Die Ultrafiltration wird im Gegensatz zu einer Dialyse nicht durch einen
Konzentrationsgradienten angetrieben, sondern durch die Flussrate des Losemittels durch die
Ultrafiltrationsmembran. Dabei werden geloste Molekiile (Salze, Proteine, etc.), die deutlich un-
ter der Ausschlussgrenze liegen mit dem Wasser durch die Filtermembran gedriickt. Hierbei ist
besonders darauf zu achten, dass die Proteine nicht ausfallen und die Filtermembran verstopfen
[126].

Als Konzentratoren wurden Vivaspin 15 (MWCO: 5, 10, 30, 50, 100kDa) von Satorius Stedim
Biotech (Gottingen) sowie Amicon Ultra - 15 Ultracel (MWCO: 10kDa) von Millipore (Carrigt-
wohill, Irland) verwendet. Die Proben wurden vor der Ultrafiltration durch eine Zentrifugation
fiir 30 Minuten bei 4 °C und 15.000zg von etwaigen Partikeln befreit, die die Membran hatten
verstopfen konnen. Die Ultrafiltration selbst wurde durch eine zehnminiitige Zentrifugation bei
4 °C und 3.000zg (Beckmann J2-21 Centrifuge, JA14 Rotor, Fullerton, USA) durchgefiihrt. Die
Konzentratoren wurden nach der Probenentnahme mehrfach mit sddH2O gespiilt und in Ethanol

(20 Vol.-%) eingelagert.

2.3.5 Proteinidentifikation

Die Identifikation von Proteinen erfolgte durch Massenspektrometrie (MS). Hierbei werden die
Proteine fragmentiert, die Peptide ionisiert und durch Ionentrennung deren Molekiilmasse be-
stimmt. Durch Datenbankenvergleiche (Mascot, etc.) ist es moglich durch den charakteristischen

Peptid-Massen-Fingerabdruck das zugehorige Protein zu identifizieren.

2.3.5.1 Trypsin-Verdau

Bei Trypsin handelt es sich um eine Endopeptidase die zur Gruppe der Serinproteasen gehort. Sie
spaltet Proteine spezifisch an der carboxyterminalen-Seite der Aminosduren Arginin und Lysin
[159]. Somit erfolgt eine spezifische Spaltung der Proteine in definierte Peptide, die die Identi-
fizierung {iber einen Datenbankabgleich via peptide mass fingerprinting ermdoglichen. Aufgrund
der hohen spezifischen ist es auch moglich auf Grund bekannter Protein- bzw. Gensequenzen

Datenbanken zur Analyse zu generieren.
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Tryptischer Verdau in Polyacrylamid-Gel immobilisierter Proteine Im Anschluss an
eine unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrte gelelektrophoretische Fraktionierung wur-
de das Gel in gleichgrofe Stiicke geschnitten und mit Trypsin verdaut. Auf eine Elution bzw.
Blotting der Proteine wurde verzichtet. Die Gelstiicke samt denatueriertem Protein wurden de-
hydriert und in Gegenwart von Trypsin und Ammoniumbicarbonat rehydriert. Nach einer Inku-
bation wurde der peptidhaltige Uberstand abgenommen und zur Analyse verwendet [160].
Zuerst wurde jede zu untersuchende Laufspur des Trenngels in 10 bis 15 gleich grofe Stiicke
geschnitten. Laufspuren zu vergleichender Proben wurden auf der gleichen Hohe geschnitten um
einer Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten. Jedes Gelstiick wurde gekennzeichnet und im folgen-
den jeweils einzeln weiter prozessiert. Die Gelstiicke wurden weiter zerkleinert fiir 5 Minuten in
300,0 pl einer 50,0 mM NH4(COs3)4 Losung unter schiitteln bei RT inkubiert. Der Uberstand wur-
de verworfen, die Gelstiicke mit 300,0 pl Acetonitril gewaschen und erneut unter schiitteln fiir
5 Mintuen bei RT inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Gelstiicke in einer Savant
SpeedVac fiir 1 Stunde bei 37°C getrocknet. Diese drei Waschschritte wurden dreimal wiederholt,
bis die Gelstiicke keine Coomassie-Farbung mehr zeigten. Die Entfernung des verbliebenen pro-
teingebundenen Coomassie-Farbstoffes war von grofster Wichtigkeit, denn es wiirde die Flugzeit
und somit das peptide mass fingerprinting beeinflussen.

Die gewaschenen und getrockneten Gelstiicke mit 100,0 pl einer 10,0 mM DTT in 100,0 mM
NH4(COs3)9 Losung rehydriert und fiir 1 Stunde bei 56 °C inkubiert. Dies diente einer Reduktion
der enthaltenen Cysteine und somit vollstdndigen Entfaltung der im Gel vorhandenen Proteine.
Anschliefend wurde der Uberstand abgenommen und die Gelstiicke in 100,0 pl einer 100,0 mM
NH4(CO3)2 gepufferten 55 mM 2-Iodacetamid Losung aufgenommen und fiir 45 Minuten im
Dunkeln inkubiert. Hierbei wurden die SH-Gruppen der Cysteine irreversibel alkyliert und das
stabile S-Carboxyamidomethylcystein gebildet, was eine erneute Ausbildung von Disulfidbriicken
verhinderte. Die sich dadurch ergebende Massenerhéhung muss bei der spateren Datenbankab-
frage vermerkt werden, da sonst das peptide mass fingerprinting zu falschen Ergebnissen fiihrt.
Diese beiden Schritte wurden dreimal wiederholt, dass von einer quantitativen Aufhebung von
Disulfidbindungen ausgegangen werden konnte.

Zum Verdau wurde der Uberstand entfernt und die Gelstiicke mit 50,0 pl einer 50,0 mM
NH4(CO3)2 gepufferten 1,0 Gew.-%igen Trypsin Losung {iiberschichtet und dann erst fiir
45 Minuten auf Eis und abschlieftend fiir 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Alle nun anfallen-
den Uberstinde wurden fiir jede Probe einzeln gesammelt und dann vereinigt, da sich in jenen
die Peptidfragamente befanden. Die Gelstiicke wurden mit jeweils 40,0 pl der in Tabelle 2.34
gelisteten Losungen fiir 20 Minuten bei RT inkubiert.
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Die gesammelten und vereinigten Ubersténde wur- Tabelle 2.34: Elutionslésungen zum Gelverdau

den in einer SpeedVac auf ein Volumen von 20+5 pl

Loésung Substanz Konzentration
reduziert bevor 5,0 pl einer 0,4 Vol.-%igen Trifluores- A NH1(COs)s 25,0 mM
sigsdure Losung zugegeben wurden. Diese Ansiurerung B Ameisensiure 5,0 Vol-%
Acetonitril 50,0 Vol.-%
der Probe war fiir die nachfolgende ZipTip-Purifikation C Acetonitril 100,0 Vol.-%

notwendig. Die ZipTip-Purifikation bietet den Vorteil,
dass die Proben zugleich entsalzt, aufkonzentriert und " Doppelt ausgefiihrter Waschschritt.
purifiziert werden. Hierbei werden die Proben mehr-

fach von einer 10 pl Pipettenspitze von, die eine Cig Matrix enthélt aufgezogen, die Peptide
binden daran und konnen in ein beliebiges Volumen elutiert werden. Zuerst wurde die Ma-
trix durch dreimaliges aufziehen und wieder ausstofen von 10 pl Acetonitril 100 Vol.-%ig und
Trifluoressigsdure 0,1 Vol.-%ig aktiviert. Die Peptide der Probe wurde durch 20 maliges aufzie-
hen und ausstofien an die Matrix gebunden. Durch dreimaliges waschen den Matrix mit einer
0,1 Vol.-%igen Trifluoressigsdure Losung wurden potentielle Verunreinigungen die spéter bei der
MS storen konnten entfernt. Die Elution der Peptide erfolgte durch dreimaliges aufziehen und
ausstoften von 5 yl einer wiéssrigen 60 Vol.-%igen Acetonitril Losung. Die Matrix wurde durch

dreimaliges waschen mit Acetonitril von verbliebenen Peptiden befreit, so dass keine Fragmente

verschleppt wurden. Die Proben wurden bis zur Messung bei -80 °C eingelagert.

Tryptischer Verdau gel6ster Proteine Durch kurzes Aufkochen in Gegenwart von Harnstoff
(8,0 M) wurden die Proteine denaturiert. Zum Verdau wurden 100,0 pg der zu untersuchenden
Proteinlésung in einem 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgeféfs vorgelegt, jedoch nur bis zu einem
maximal Volumen von 45,0 ul. Dem wurden 15,0 pl eines 50,0 mM Tris-HCL-Puffers pH 8.0
zugegeben um die Harnstoff Konzentration auf 6,0 M zu verringern, der Tris-Puffer war auch die
Grundlage aller nachfolgenden Lésungen. Zur Reduktion der Cystein und somit einer optimalen
Entfaltung der Proteine wurden 3,0 pul einer 200,0 mM DTT Lésung zugegeben und fiir 1 Stunde
bei RT inkubiert. Danach wurden 12,0 pnl einer 200,0 mM 2-Todacetamid Ldsung zugegeben
und ebenfalls fiir 1 Stunde im Dunkeln inkubiert. Die erneute Zugabe von 12,0 ul der 200,0 mM
DTT Losung und Inkubation von 1 Stunde im Dunkeln sollten eine vollstdndige Entfaltung sicher
stellten. Die Zugabe von 505,0 ul einer 1,0 mM CaCl, Losung sollte den spéteren Selbstverdau von
Trypsin hemmen und die Harnstoff Konzentration auf 0,6 M verringern bevor Trypsin zugegeben
wurde. Zum Verdau wurden 8,0 pl einer 0,5 pg - 1l ~! konzentrierten Trypsin Losung zugegeben

und fiur 16 Stunden bei 30°C inkubiert.
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Zur Vorbereitung der Sep-Pak-Purifikation wurden die Proben mit 250,0 pl einer wéssri-
gen 1,0 Vol.-%igen Trifluoressigsidure Losung versetzt. Die Finisterre C18 SPE Sdulen wurden
auf einem Vakuum-Block montiert und unter Hilfe eines leichten Vakuums jede S&ule mit 1,0
ml Methanol und einer wéssrigen Losung bestehend aus 0,1 Vol.-% Trifluoressigsdure und 80
Vol.-% gespiilt. Die Saule wurde dann mit durch zweimaliges spiilen mit einer 0,1 Vol.-%igen
Trifluoressigsaure Losung aquibrilliert. Danach wurde die Probe auf die Saule geladen. Zur
Entfernung MS stérender Substanzen wurde die Sdulenmatrix mit zweimal mit 1,0 ml einer
0,1 Vol.-%igen Trifluoressigsaure Losung gewaschen. Die Elution der Peptide erfolgte durch 800 pul
einer 80 Vol.-%igen Acetonitril und 0,1 Vol.-%igen Trifluoressigsiure Losung. Das peptidhaltige

Eluat wurde in einer SpeedVac getrocknet und bis zur Messung bei -80 °C eingelagert.

2.3.5.2 M ALDI-Massenspektrometrie

Die Matrixassistierte Laser Desorption/Ionisation (MALDI)-Massenspektrometrie (MS) wurde
in den Laboren der Augen- und Poliklinik der Universitdtsmedizin Mainz durchgefiihrt.

Die MALDI-MS basiert auf der Ionisation der Peptidfragmente, welche in einer geeigneten La-
serwellenldnge absorbierenden Matrix eingebettet sind. Geeignet hierfiir sind kleinere organische
Molekiile, die einem intensiven Impuls kurzwelliger Laserstrahlung von wenigen Nanosekunden
Dauer ausgesetzt werden. Die Einkopplung der fir die Ionen notwendigen Energie erfolgt bei
der Bestrahlung iiber resonante elektronische Anregung der m-Elektronensysteme der Matrix-
molekiile. Als Matrix wurde die iibliche a-Cyano-4-hydroxyzimtsédure verwendet, die sich beson-
ders fiir die Messung kleiner Peptide eignet und fiir Laser mit einer Wellenldnge von 337 und
355 nm geeignet ist. Die Massenanalyse der Ionen erfolgte mit einem Flugzeitmassenspektrometer
(auch TOF-Analysator genannt). Bei der MALDI-TOF-Analyse erfolgt die Massenbestimmung
im Hochvakuum tiber eine sehr genaue elektronische Messung der zeit, die zwischen dem Start der
Messung bis zum Eintreffen der Ionen am Detektor vergeht. Durch den Einsatz eines Reflektor-
Flugrohrs wurde eine héhere Trennschérfe zwischen den einzelnen Signalen erreicht [126].

Die Probenvorbereitung erforderte den Aufbau der a-Cyano-4-hydroxyzimtsiaure /peptid-Matrix
auf dem Probentriager. Hierzu wurden zuerst die Proben auf der Trégerplatte aufgebracht, bevor
die Probenspots mit 2,0 ul einer 0,2 Gew.-%igen a-Cyano-4-hydroxyzimtsiaure Losung (50 Vol.-%
Acetonitril und 0,2 Vol.-% Trifluoressigsdure) gemischt wurden. Die Mixtur wurde bei 37 °C ein-
getrocknet. Dann konnte die Platte in ein MALDI LTQ Orbitrap XL Hybrid-Massenspektrometer
der Firma Thermo Scientific analysiert. Jenes verfiigte iiber einen Orbitrap-Massenanlysator. Die
Kalibrierung erfolgte mittels des Proteo Mass MALDI Calibration Kit fiir LT QXL und LTQ
Hybrids (200 - 4000 Da), der die Berechnung einer Kalibrationsfunktion und somit die Zuord-

nung der gemessenen Peaks zur Proteinen ermoglichte.
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Zur MS-Messung wurde jeder Spot mit 10 Impulsen beschossen und die daraus resultieren-
den Ionen dem Orbitrap zugefiihrt. Die Energie pro Impuls betrug 25,0 pJ. Aus den Peak-
spektren von 800 bis 2000 Da wurden signifikante Signale ausgewidhlt und der Fragmentie-
rung (MS/MS-Analyse) zu gefithrt. Die Fragmentierung erfolgte nach dem Collision-induced

dissociation-Verfahren. Die Steuerung des Geriéts erfolgte mittels der Software Xcalibur.

2.3.5.3 Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie

Die Elektrospray-lonisation (ESI)-Massenspektrometrie (MS) wurde in den Laboren der Plant
Biotechnology der ETH Ziirich durchgefiihrt.

Eine weitere Moglichkeit Proteinfragmente zu lonisieren und in die Gasphase zu bringen ist die
Elektrospray-lonisation (ESI). Hierzu werden die Peptide nicht in einer verdampfbare Matrix
immobilisiert, sondern durch eine Kapillare fein verspriiht. Dabei liegt eine im kV-Bereich an-
gesiedelte Potentialdifferenz zwischen der Kapillare und der gegeniiberliegenden Elektrode an.
Gegen die elektrostatische Kraft wirkt die Oberflichenspannung des Solvens, abhéngig vom Ge-
halt an Wasser. Organische Losungmittel bewirken ein dramatische Erniedrigung in der Ober-
flichenspannung. Hierbei entsteht ein sogenannter Taylor-Kegel, aus dem sich geladene Tropf-
chen ablésen die durch Verdunstung des Solvens an Masse und Volumen kontinuierlich verlieren.
Ein Stickstoffgasstrom um die Kapillare unterstiitzt die Verdunstung erheblich. Die Ladung der
Tropfchen kommt durch die geldsten Ionen zustande. Durch die Volumendegression kommt es zum
Anstieg der Ladung pro Volumeneinheit. Sobald der Energiebetrag der elektrostatische Absto-
fung im Tropfen den Energiebetrag der Oberflachenspannung tibersteigt (dem Rayleigh-Limit),
kommt es zur sogenannten "Coulomb-Explosion". Die kleineren Tropfen verfiigen nun iiber eine
grofere Gesamtoberfliche im Vergleich zum vorherigen grofseren Tropfen, was sie voriibergehend
stabilisiert, bis auch hier die Verdunstung das Oberflichen/Ladungsverhéltnis verschiebt. Dieser
Prozess wird soweit fortgesetzt, bis nur noch einzelne Ionen sich in der Gasphase befinden. Bei der
ESI handelt es sich um die schonendste lonisierungsmethode, da kaum weitere Fragmentierungen
auftreten. Ein Vorteil der ESIs- gegeniiber der MALDI-Methode ist die hohere Sensitivitét, die
jedoch auch mit einer héheren Stéranfilligkeit einhergeht. Vom experimentellen Ansatz her sind
EST auch deutlich Aufwendiger (Anforderungen an Tragerlosungen, etc.) als MALDI-Analysen,

werden.

68



Material und Methoden

Das ESI-MS Setup verfiigte iiber einen Quadrupol-Analysator. Der Name des Analysator er-

gibt sich aus seinem Aufbau. Er besteht aus 4 Metallstdben die im gleichen Abstand zueinander

liegen. An die gegeniiberliegenden Partner wird je eine Wechsel- und eine Gleichspannung an-

gelegt. Zu jedem Ion existiert ein Verhéltnis von Gleich- zu Wechselspannung, dass dem Ion

die Passage durch den Quadrupol erlaubt. Zur Bestimmung eines Massenspektrums werden die

Peptide bei distinkten Gleich- zu Wechselspannung Verhéltnissen ins den Quadrupol geleitet.

Wahrend einer Messung bleibt dieses Verhéltnis konstant. Zu jeder Wechselspannung gibt es ein

Masse/Ladungsverhéltnisse die in einen sogenannten Stabilitatsbereich fallen. Tonen mit einem

entsprechenden Masse/Ladungsverhéltnis kénnen den Quadrupol passieren und werden dann

auch detektiert, andere Ionen deren Masse/Ladungsverhéltnisse auferhalb dieses Stabilitdtsbe-

reich haben, kénnen den Quadrupol nicht passieren und zum Detektor gelangen [144].

1007 X —e—  Acetonitril
\\\ --8-- Wasser
80

60

Solvensanteil, %

40+
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Abbildung 2.13: Gradient zur ESI-MS
Der zur Elution angelegt Acetonitril/Wasser-Gradient. Der Bereich
zwischen 0 und 15 pl war der Vorlauf und wurde dem Quadrupol-
Analysator nicht zugefiihrt, nur der Bereich zwischen 15 und 100 nl
wurde jenem zugefiihrt. Der Bereich zwischen 100 und 120 pl war

ein Waschschritt. Die Flussrate betrug konstant 1 pl - min™'.

Die Analyse der Proben erfolg-
te mittels eines Finnigan LTQ
Massenspektrometers, das mit ei-
ner 25 pm Kapillare bestiickt
war. In die Kapillare war eine
C18-Matrix integriert, die Pep-
tide bindet und zur Elution
einen Gradienten erforderte. Je-
ner Gradient ist in Abbildung
2.13 gegeben. Zur Kalibrierung
der Messungen wurde Fetuin ver-
wendet. Die Auswertung erfolg-
te iiber die internen Datenbanken
der AG Gruissem der ETH Zii-

rich.
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2.4 Bioinformatik

Aufgrund der sehr hohen Vielfalt bioinformatischer Methoden und Algorithmen, erfolgt eine

kurze Darstellung der verwendeten Methoden im entsprechenden Ergebnisteil.

2.4.1 Software

Eine vollstédndige Auflistung aller verwendeten Programme ist in Tabelle 2.35 gegeben.

Tabelle 2.35: Auflistung der verwendeten Software gruppiert nach Verwendungszweck

Verwendungszweck Programm Version Entwickler System
ApE - A plasmid Editor 1.17 M. Wayne Davis
CLUSTAL W/X 2.0.12 Larkin et al. [161]
EMBOSS 4.8.2 Rice et al. [162]
FigTree 1.3.1 A. Rambaut, UE
Geneious Pro 4.8.2 Biomatters Ltd.
MacVector 11.0.4 MacVector Inc. Mac OS X
S ! ProtTest 3.0 Abascal et al. [163]
cduenzanatyse Serial Cloner 2.1 Serial Basic
Seaview 4.2.4 Gouy et al. [164]
SimVector 4.50 Premier Biosoft International
BioEdit 5.0.6 Tom Hall, N.C.S.U Wind 7
VectorNTI Advance 11 Invitrogen dows
Graphical Codon Usage Analyser 2.0 Fuhrmann et al. [165]
H-BloX 1.47N Zuegge et al. [166] Online
WebLogo 2.8.2 Crooks et al. [167]
Primerdesign Oligo 7.54 Molecular Biology Insights, Inc. Mac OS X
Primer Premier 5.00 Premier Biosoft International Windows 7
Prism 5.0c GraphPad Software Inc.
pro Fit 6.1.12 Quantum Soft Mac OS X
Statische Datenanalyse ImageJ 1.43u Abramoff et al. [168]
Quantity One 4.6.3 Bio-Rad
Excel 2010 Microsoft Windows7
OriginPro 7 OriginLab
APBS 0.5.0 Lerner and Carlson, UoM
BALLView 1.3.2 Moll et al. [169]
ChemBioDraw Ultra 12 CambridgeSoft
Chimera 1.4 Pettersen et al., UCSF [170]
MacPymol 1.13 edu  DeLano Scientific LLC Mac OS X
Ramachandran Plot Explorer 1.0 Bosco Ho
. PDB2PQR 1.6 Dolinsky et al. [171]
Strukturmodellierung Tachyon Ray Tracing Library 0.98.9 Stone [172]
VMD 1.9 Humphrey et al. [173]
ICM-Pro 3.5 Molsoft L.L.C. Windows 7
MolProbity 3.19 Chen und Davis et al. [174-176]
PatchDock, SymmDock 1.3 Schneidman-Duhovny et al. [177) Online
Phyre 0.2 Kelly et al. [178]
Ramachandran Plot 2.0 Sheik et al. [179]
. . Photoshop CS4/5 Adobe
Bildbearbeitung FITS Liberator 2.2/3.0  ESA/ESO/NASA Mac OS X
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3.1 In silico Berechnungen zur Identifikation potentieller

Interaktionsstellen

Zur Uberpriifung der Arbeitshypothese, dass das y-Tubulin der hoheren Pflanzen iiber zusétzli-

che spezifische Interaktionsstellen verfiigt wurden die Ergebnisse verschiedener bioinformatischer

Methoden gebiindelt und mit bisher bekannten Evidenzen zusammengefiihrt. Die nachfolgende

Abbildung 3.14 zeigt den in silico Arbeitsfluss.

Ausgehend von den, durch das National Cen-
ter for Biotechnology Information zur Verfi-
gung gestellten Proteinsequenzen wurden Ali-
gnments erstellt und hinsichtlich der Quali-
tat bewertet. Dies erfolgte durch einen so-
genannten Similarity-Score. Das als am bes-
ten bewertete Alignment war die Grundla-
ge fiir weitere Kalkulationen. Ausgehend von
dem Alignment konnte ein Strukturmodell er-
stellt werden, das eine Berechnung des elektro-
statischen Oberflichenpotentials ermdglichte.
Auch wurde dieses Alignment genutzt, um
durch die Sequenz Entropie Riickschliisse auf
konservierte Sequenzbereiche zu ziehen. Das
Alignment ermoglichte auch die Betrachtung
der molekularen Phylogenie, welcher bei einer
spateren Betrachtung der Expressionssysteme
noch eine wichtige Rolle zukommen soll.

Die Zusammenfiihrung der Ergebnisse aus
der Betrachtung der pflanzlichen ~-Tubulin
Primér-, Sekundér-, bis hin zur Tertiér-
/Quartérstruktur und vergleichenden Analy-

sen dienten der Festigung der Arbeitshypothe-

se. Manche Kalkulationen waren in die vor-

NCBI Recherche

(Proteinsequenzen)

Sequenz
Alignment

Evaluation
(Similarity-Score, etc.)

nein

ja

Struktur Sequenz Entropie Molekulare
Modellierung A P Phylogenie
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(Rama-Plot, etc.) servierter Bereiche lutionsmodell

. Identifikation
Ja i o
Ja | potentlell.er pflan. Tree Plot
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J [ Identifikation kon—} { Best-fit Evo- J

Bestes
Struktur-
modell?

nein
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Elektrostatisches
Oberflachen-
potential

{V’Vahl geeigneter Deletiousstellen]

Abbildung 3.14: Arbeitsfluss der bioinformatischen

Datenerhebung

handenen Programme nicht zu implementieren, so dass einige Sequenzen einer manuellen Kura-

tion bzw. der Prozessierung durch eigene Skripte bedurften.

72



Ergebnisse

3.1.1 Strukturmodellierung

Das Verstandnis der Struktur erméglicht Riickschliisse auf die Funktion des Proteins. Sowohl die
Rontgenstrukturbestimmung von Proteinkristallen als auch die Identifikation von potentiellen
pflanzenspezifischen Interaktionsstellen erfordern ein Strukturmodell. Zur Modellierung kénnen
ab initio-, Homologie- und das Protein Threading (auch als fold-recognition bezeichnetes) Ver-
fahren herangezogen werden. Ab initio-Verfahren haben sich in den letzten Jahrzehnten stark
weiterentwickelt, scheitern jedoch bei Proteinen die aus mehr als 100 Aminoséuren bestehen
[180]. Mittels Homologie- und Threading-Verfahren wurden alle 4-Tubulin-Strukturmodelle er-

stellt und gegebenenfalls durch thermoydynamische (ab initio) Kalkulationen verfeinert.

3.1.1.1 Homologie-Modellierung

Zur Homologie-Modellierung bedurfte es einer moglichst homologen Strukturvorlage. Die von
Schroder et al. aufgeklarte y-Tubulin Sequenz aus Nicotiana tabacum (GenBank: CAC00547.1)
wurde fiir einen globaler Vergleich mit der NCBI PDB structures Datenbank eingesetzt. Dieser
Vergleich erfolgte mittels des FASTA-Algorithmus (Version 3.6). Optimale globale Alignment
Scores konnten mit der BLOSUMG62 Substitutionsmatrix [181] und den Standardparametern
(Gap open/extension penalties: -7/-1; Kyy,p: 2) erzielt werden. Die Gap open/extension Parameter
wurden innerhalb {iblicher Grenzen variiert, was jedoch zu keiner signifikanten Verschiebung der

Ergebnisse fithrte (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 3.36: GGSEARCH-Ergebnisse sortiert nach den optimalen globalen Alignment-Scores

PDB Code Optimaler globaler Bit Erwartungs- Prozentuale Sequenz Lénge
Alignment Score Score wert Identitit Ahnlichkeit des Proteins
3CB2 1708 411,3 1,9.10-114 72,7 90,7 475
1Z5W 1707 411,0 2,2.10~114 73,5 91,2 474
3DU7 668 166,5 8,3.10~4 34,2 71,5 445
1Z2B 667 166,3 9,8-10~41 34,2 71,2 445
1TUB 666 166,0 1,1.10—40 34,2 71,2 427
1FFX 666 166,0 1,2-10—40 33,8 70,1 445
2XRP 666 166,0 1,2:10—40 34,2 71,2 445
2BTQ 633 158,3 2,4-10—38 35,3 69,7 426
1Z2B 579 145,6 1,7-10—34 31,0 64,3 448
3DU7 574 144,4 3,9.10—34 30,8 64,5 449
3HKB 574 1444 3,9-10~34 30,9 64,5 451
1FFX 550 138,7 1,9-10—32 30,9 64,5 451
1SA0 549 138,5 2,3-10732 30,9 64,3 451
1TUB 548 138,3 2,6-10732 31,2 65,5 440
1JFF 547 138,0 3,2:10732 30,9 64,3 451
2XRP 547 138,0 3,2:10—32 31,2 65,5 452
2BTO 497 126,2 1,2-10—28 28,9 67,3 473
3IPW 94 31,5 2,7 24,0 54,1 325
2EAE 95 31,5 7,4 26,4 52,8 898
2NO8 78 28,0 7,9 28,1 65,6 86
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Die Datenbankabfrage ergab, dass sich die humanen Modelle 3CB2 und 1Z5W aufgrund der
optimalen globalen Alignment Score-Werte (Tabelle 3.36) fiir eine Modellierung am besten geeig-
net sind. Die Scoring-Werte wurden nach dem Needleman- Wunsch-Algorithmus [182] berechnet
(Gleichung 3.4).

m m

Raw Score : Syqp = Z(Identity, Mismatch) — Z(G’ap open/extension penalties) (3.4)
i=1 i=1

Die Angabe eines einzelnen Scores fiir ein Alignment ist problematisch, da die Einheit fehlt. Eine

Normierung erfolgt iiber die Bit Werte (Gleichung 3.5). Sie ergeben sich aus der Summe der

einzelnen Scores und werden nach der Karlin-Altschul Statistik [183] mit Hilfe der Parameter A

und K berechnet.
ASraw — InK

Bit S .S =
it Score )

(3.5)

Erst durch den Bit Score S’ kann man Alignments aus verschiedenen Berechnungen vergleichen
[184]. Die Hohe des Bit Scores lésst aber noch keine validen Riickschliisse iiber die statische
Signifikanz der Alignments zu. Erst eine Anwendung des von Altschul et al. [185] entwickelten
Algorithmus ermoglicht dies. Hierbei wird auf Grundlage Lange der abgefragten Sequenz m und

der Summe der Vergleichssequenzen n ein Erwartungswert ermittelt (Gleichung 3.6).

Erwartungswert : E = mn2~5 (3.6)

Strukturmodell Bei den beiden hochst bewerteten Strukturen handelte es sich bei 1Z5W
um die von Aldaz et al. [33] erstmalig aufgeklérte und bei 3CB2 um die von Rice et al. [186]
verfeinerte humane «-Tubulin Struktur. Die Struktur 3CB2 enthielt zwei «-Tubulin Molekiile in
der Elementarzelle, die als A und B bezeichnet wurden. Zur Strukturmodellierung mittels ICM

Pro wurde zuerst ein Alignment erstellt (Abbildung 3.15).

3CB2_A
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Abbildung 3.15: Alignment zur y-Tubulin Homologie-Modellierung
Die Farbgebung folgte dem Clustal X Farbschema [187], zusétzlich wurde der Column-Score abgebildet.

74



Ergebnisse

Ausgehend von drei humanen Strukturen wurden Strukturmodelle fiir v-Tubulin aus N. tabacum
berechnet. Die verwendeten Intervallbreiten der Fitting-Parameter sind in Tabelle 3.37 gelistet.
Aufgrund der Divergenzen am C-Terminus (Abbildung 3.15) wurden 31 bzw.

25 C-terminale Aminosau-

Tabelle 3.37: Intervalle der Homologie-Fittingparameter ren bei den Modellen ausge-

maxLoopLength maxNter maxCter gapExpand simSChains hend von 1Z5W bzw. 3CB2

[75;90;100;110;125] [1;39] [1;3:9] [1;359] [on/off] nicht weiter berticksichtigt.

Andere divergente Bereiche
wurden einer Loop-Modellierung unterzogen. Hierbei werden die sogenannten template sequences
durch die divergenten target sequences ersetzt und der Bereich von Grund neu modelliert. Ab-
schliefend wurden die Datensétze (Sequenz, Alignment und Modell) verkniipft und die Sekun-
darstruktur zugewiesen und das Strukturmodell ausgegeben. Insgesamt wurden 270 Modelle je
Strukturvorlage durch systematische Variation der Fitting-Parameter berechnet und ggf. durch

Anwendung von Refinementmethoden (JaffiLoop, etc.) modifiziert.

Abbildung 3.16: Darstellung iiberlagerter v-Tubulin Tertidrstrukturmodelle
Die hier gezeigten Modelle wurden auf Grundlage folgender Parameter berechnet: maxLoopLength: 100; maxN-
ter: 1; maxCter: 1; gapExpand: 1; simSChains: on. Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit wurden die humanen
Strukturen (Hs) und Tabak-Modelle (Nt) als Cartoon dargestellt, mittels des Pymol align-Skripts iiberlagert.
A Hs 1Z5W (griin) und Nt_ 1Z5W-Modell (cyan)
B Hs 3CB2_A (gelb), Hs 3CB2_B (magenta) und Nt _3CB2-Modell (orange)
C Nt_ 1Z5W-Modell (cyan) und Nt 3CB2-Modell (orange)

In Abbildung 3.16 sind zwei Modelle fiir v-Tubulin aus N. tabacum sowie die humanen Struk-
turvorlagen exemplarisch gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Modelle mit der jewei-
ligen Strukturvorlage eine gute Deckung zeigen (Abbildung 3.16.A und .B). Der Vergleich der
beiden Modelle unterschiedlicher Strukturvorlagen (Abbildung 3.16.C) offenbarte deutlichere Un-
terschiede, hauptséchlich in den Loop-Bereichen. Eine genauere Quantifizierung der Unterschiede

sollte mittels der nachfolgend beschriebenen Modellevaluation erfolgen.
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Modellevaluation Zur Modellevaluation wurden neben der Be-
trachtung der Ca Atom Geometrie (¢ und ), der CS-Abweichung
(ACpB) auch Bindungslingen- und Winkelvergleiche sowie mehrere
Scoring-Modelle (RMSD, MolProbity, etc.) herangezogen. Eine Uber-
sicht der relevanten Winkel und Atome ist in Abbildung 3.17 gegeben.
Bei der Betrachtung der statistischen Verteilung der C,-Torsionswinkel

¢ und v eines Proteinriickgrads sind strukturbedingt nur gewisse

Winkelkombinationen erlaubt bzw. moéglich, da es sonst zu stereoche-
mischen Hinderungen (sogenannten clashes) kommt. Diese Betrach- ,, . dung 3.17: Torsions-

tungsform wurde bereits 1963 von Ramachandran et al. [188] ent- :g:lf;ad:es Protein-
wickelt und ist ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung der Qua-

litdt einer Struktur oder eines Modells. Bei der Analyse der Cg,-

Torsionswinkel wurden die von Lowvell et al. [189] als ,erlaubt* bzw.  favorisierten* definierten
Bereiche verwendet. Die Analyse der C,-Torsionswinkel der Strukturmodelle ergab, dass die Mo-
delle basierend auf der 3CB2 Struktur eine geringere Anzahl an Uberschreitung der erlaubten
Cq-Torsionswinkelkombinationen im Vergleich zu den 1Z5W Strukturmodellen aufwiesen. Der
[#, 1] Plot der beiden v-Tubulin Modelle fiir N. tabacum mit den geringsten Uberschreitungen
sowie der humanen Ausgangsstrukturen sind in Abbildung 3.18 gezeigt. Die erhaltenen Infor-
mationen aus den [¢, 1| Plots wurden fiir eine spitere Bewertung der primérsequenzbasierten
Sekundarstrukturvorhersage genutzt.

Die nachfolgende ACS-Analyse war eine dem Ramachandran-Plot nachgeordnete Analyse. Hier-
bei wurde die Abweichung der Cg-Position von der Ideal-Koordinate nach Lovell et al. [189]
berechnet. Detaillierte Ergebnisse sind in Tabelle 3.38 gegeben. In Abbildung 3.19 ist die zweidi-
mensionale Verteilung der ACf gegeben. So ergab die Cg-Untersuchung hinsichtlich der Mittel-
werte (u) keine signifi-

kanten Unterschiede, le- Tabelle 3.38: Statistische Betrachtung der ACS Werte

diglich die Standardab-  Struktur(modell) Hs 1Z5W Nt 1Z5W Hs 3CB2 Nt 3CB2
weichung (o) war bei #acg: [Al 0,0500 0,0530 0,0516 0,0547
by (xi—ppACp)?
dem Nt_3CB2 Modell a:\/# 0,0316 0,0323 0,0364 0,0423
leicht erhoht, was sich %o ACH 5,643 5,622
ACB>0,25 A 0 0 2 2
durch Abbildung 3.19  ACB>0,50 A 0 0 0 0

erklart. Auch war die

prozentuale Abweichung

zwischen dem jeweiligen Modell und Vorlage moderat und vergleichbar. Fiir das Nt 1Z5W-
Modell wurden keine ACS-Werte grofer 0,25 A gefunden. Die Nt 3CB2 Modell lieferte hingegen
2 Werte im Intervall zwischen 0,25 und 0,50 A.
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Nt_1Z5W-Modell Nt_3CB2-Modell
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Abbildung 3.18: Ramachandran-Plots der v-Tubulin Strukturmodelle

Auf der Abszisse der jeweiligen Plots ist ¢ und auf der Ordinate ¥ in Grad aufgetragen. Bei dem besten
Nt 1Z5W Modell lagen 82,5% (364/441) der Aminoséuren innerhalb der favorisierten Bereiche (Sollwert:
98,0%) und 94.3% (416/441) in erlaubten Bereichen (Sollwert: >99.8%). Bei dem besten Nt 3CB2 Modell
lagen 95.7% (427/446) der C,-Torsionswinkelkombinationen innerhalb der erlaubten Bereiche und 99.6%
(444/446) innerhalb favorisierter Regionen. Bei der Hs 17Z5W Struktur lagen 82.0% (324/395) der Amino-
sduren innerhalb der favorisierten Bereiche (Sollwert: 98,0%) und 94.7% (374/395) in erlaubten Bereichen
(Sollwert: >99.8%). Bei der Hs 3CB2 Struktur lagen 98.0% (819/836) der Cq-Torsionswinkelkombinationen
innerhalb der erlaubten Bereiche und 99.8% (834/836) innerhalb favorisierter Regionen.

Legende: Grenze erlaubter (¢, Y] Bereiche(—), Grenze favorisierter (¢, ¥] Be-
reiche (- - -), Cq-Torsionswinkelkombination innerhalb erlaubter Bereiche (o),
Cq-Torsionswinkelkombination auferhalb erlaubter Bereiche (m)
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ACS kleiner 0,25 A gelten

als unproblematisch. Differen-

Hs_1Z5W-Struktur Nt_1Z5W-Modell

zen grofer 0,50 A gelten als
problematisch, da hier der

Schwellenwert einer signifikan-

ten Verzerrung drastisch iiber-

schritten ist. Jedoch ist eine

Cg-Verzerrung unproblemati-
scher zu bewerten als eine
Cq4-Verzerrung. Hs_3CB2-Struktur Nt_3CB2-Modell
Eine Berechnung der Abweich-
ung des quadrierten mittleren
Abstandes dquivalenter Atome
(RMSD) nach Gleichung 3.7
sollte Aufschluss iiber die Ge-

samtheit der raumlichen Ab-

weichung (6) der N-C,-Atome

liefern.
Abbildung 3.19: Vergleichender ACg Plot der y-Tubulin Strukturen

Auf der Abszisse ist der x- und auf der Ordinate der y-Anteil an ACg fiir
die einzelnen Aminosduren aufgetragen. Der z-Anteil wird bei der Kalku-
lation nicht beriicksichtigt. Die Kreislinien geben Abstand vom Zentrum
in A an: 0,125 (- - -), 0,250 (- --), 0,375 (---) und 0,500 (—). ACS<0,25
A (o), ACB>0,25 A (m)

Die Berechnung erfolgte mittels des Pymol align-Skripts. Die Daten sind in Tabelle 3.39
gegeben. Beim Nt 17Z5W Modell zeigte sich zur Strukturvorlage keine Abweichung be-
ziiglich der Position der N-C,-Atome. Das Nt 3CB2 Modell wies nur einen geringen

Unterschied von 0,001 A
Tabelle 3.39: RMSD-Vergleich der einzelnen Strukturen und Modelle

zur Strukturvorlage

Hs_3CB2_A auf und zur Nt 1Z5W Hs 3CB2 A Hs 3CB2 B Nt 3CB2
o B o e ol O™ o om 8
trug der  Unterschied EZ:gggZ:g 0340 8:22;

0,343 A. Zur Modellierung
wurden beide Hs 3CB2
Vorlagen gewichtet in die Kalkulation mit einbezogen. Da das A-Peptid im Bereich des
C-Terminus iiber schlechte Scoring-Werte verfiigte, wurde das B-Peptid in diesem Bereich stéirker

gewichtet.
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Abschliefslend wurden die Modelle einem von Chen et al. [174] entwickelten Scoring-Verfahren
unterzogen, das die oben betrachteten Analysen zusammenfiihrt. Hierbei handelt es sich um
den sogenannten MolProbity Score, der sich aus dem Beitrag stereochemischer Uberlappun-
gen (Clashscore), dem Anteil schlechter Rotamere und der Gesamtzahl der favorisierten [¢, ¢]-
Kombinationen errechnet. Die Ergebnisse sind fiir die beiden besten ~-Tubulin Strukturmodelle
in Tabelle 3.40 gegeben. Ein niedriger Clash- und MolProbity Score bzw. hoher Prozentrang sind

Indizien fiir eine quali-

Tabelle 3.40: MolProbity-Scoring Ergebnisse der beiden besten Modelle tativ gutes Strukturmo-

Nt_1Z5W Modell Nt_3CB2 Modell dell. Auch hierbei be-

Clashscore! 23,58" 1,687 statigte sich, dass das
23t Perzentil (N=1784) 99te Perzentil (N=1784)

Poor Rotamers 5,14%* 3,55%** Nt 3CB2 Modell dem

[#,%] Outliers 5,67%* 0,45%** .

[¢,4] Favored 82,54%" 95,74%** Nt_1Z5W Modell quali-

MolProbity Score 3,10** 1,63*** tativ iiberlegen ist. Fiir

19'¢ Perzentil (N=27675) 91!¢ Perzentil (N=27675)

das weitere Vorgehen wur-

) . } de nur das Nt 3CB2 als
T Sterische Uberlappungen grofer 0,4 A pro 1000 Atome -

bestes Homologie-Modell
Qualitat des Wertes: * niedrig ** mittel *** sehr gut
verwendet.

3.1.1.2 Threading-Modellierung

Zur Sicherstellung, dass das beste Modell fiir die strukturbiologischen Betrachtungen zur Ver-
fligung stand, erfolgte noch eine externe -Tubulin Modellierung. Diese sollte dann mit dem
hochst bewerteten Homologie-Modell verglichen werden. Hierzu wurde die von Bennett-Lovsey
et al. [190] etablierte Protein Homology/analogY Recognition Engine (Phyre) zur Modellie-
rung genutzt. Der Phyre Server [178| berechnete ein Strukturmodell ebenfalls ausgehend von der

~-Tubulin Proteinsequenz N. tabacum (GenBank: CAC00547.1).

Strukturmodell Ausgehend von einer Auswahl optimaler Faltungserkennungsmethoden
(Sequenz-Profil, Profil-Profil und Sekundér Struktur Analyse) wurde zuerst eine Vorhersage iiber
mogliche Faltungsbereiche getroffen und paarweise PSI-Blast Alignments berechnet, bevor ein
Sequenzmodell ausgehend von einer Datenbank mit dreidimensionalen Strukturen erstellt wurde.

Eine Bewertung erfolgte ebenfalls durch eine Similarity-Kalkulation durch den Phyre Server.
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Tabelle 3.41: Fold-Recognition Scores der y-Tubulin Modelle

Rang SCOP Erwartungs- Vorraussichtliche Sequenz Linge
Code wert Modellgenauigkeit, % Identitidt, % des Proteins
1 clz5wA 0,0-10° 100 70 474
2 clsa0C 1,6-10—43 100 31 451
3 c2hxhB 6,6-10~43 100 34 445
4 c2btqB 3,2.10~41 100 35 426
5 c2btgA 1,2:10—40 100 26 473
6 d1tubbl 8,8:10~27 100 40 243
7 dltubal 2,5-10—26 100 38 245
8 dituba2 2,3-10—16 100 24 195
9 d1tubb2 6,5-10—16 100 27 184
10 c2r6rl 1,1.10~4 95 12 338

Das Scoring der besten Modelle ist in Tabelle 3.41 gegeben. Das vom Phyre Server als, mit

Abstand, am besten bewertete Modell war ein auf Grundlage der humanen 1Z5W Struktur

gefaltete Modell. Dieses Ranking wurde nochmals auf Grundlage strukturbiologischer Parameter

evaluiert.

Modellevaluation Durch eine, der vorherigen Homologie-Modellierung analogen Evaluation

konnte das c1zbwA-Modell als bestes der Phyre Threading-Modelle bestétigt werden (Daten nicht
gezeigt). Abschliefsend sollte durch einen Scoring-Vergleich des Threading-Modells Nt _clzbwA

mit dem besten Homologie-Modell Nt 3CB2 ein optimales Modell gefunden werden, das fiir

weitere Analysen verwendet werden soll. Die Er-
gebnisse sind graphisch in Abbildung 3.20 ge-
zeigt. Die Uberlagerung der Strukturen zeigte
ebenfalls deutliche Ahnlichkeiten zwischen den
beiden Modellen (Abbildung 3.20.A). Jedoch bei
der Betrachtung der [¢,1]-Winkel zeigten sich
bei insgesamt 23 C,-Atomen verbotene Winkel-
kombinationen (Abbildung 3.20.B). Der ACS-
Mittelwert der Gesamtheit lag bei A B = 0,095
A mit einer Standardabweichung von o = 0,179
A. Bei den ACB-Werten waren 28 Cp-Atome mit
Abweichung groker 0,25 A und 11 mit Abwei-
chung groker 0,50 A behaftet. Diese hohe MafR

Tabelle 3.42: MolProbity-Scoring Ergebnisse fiir das
Threading-y-Tubulin-Modell

Nt clz5wA Modell

Clashscoref

56,81*

2t¢ Perzentil (N=1784)

Poor Rotamers 3,87%**
[#,%] Outliers 5,23%*
[#, %] Favored 82,73%*
MolProbity Score 3,37

11t¢ Perzentil (N=27675)

T Sterische Uberlappungen grofer 0,4 A pro 1000 Ato-

me

Qualitat des Wertes: *

niedrig *

*

mittel *** sehr gut

an Streuung ist nicht gleichméfig tiber alle Quadranten verteilt, sondern zeigt eine deutliche
Verschiebung in den 2 Quadranten (Abbildung 3.20.C). Wie aus Tabelle 3.42 ersichtlich ist liegt
der Score deutlich iiber dem des Nt _3CB2 Homologiemodells (Tabelle 3.40).
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A C Allgemein
8% '

180
-&- 1203

- 12047

T
120 180 -180

T - ‘l T T T
-180 4120 -60 0 60 120 180 [180 4120 -60 0 60 120 180
Phi,® Phi

Abbildung 3.20: Proteinriickgradanalyse des Nt clzw5A-Strukturmodells
A Darstellung der Uberlagerung des Nt 3CB2 (orange) Homologie- und Nt clz5wA (blau) Threading-
Strukturmodells.
B ACpS-Plot des Nt c1z5wA Threadingmodells. Auf der Abszisse ist der x- und auf der Ordinate der y-Anteil
an ACP fiir die einzelnen Aminoséuren aufgetragen. Der z-Anteil wird bei der Kalkulation nicht berticksichtigt.
Die Kreislinien geben den Abstand vom Zentrum in A an: 0,125 (- - -), 0,250 (- - ), 0,375 (----) und 0,500 (—).
ACB<0,25 A (o), ACB>0,25 A (m)
C Ramachandran-Plots des Nt cl1z5wA Threadingmodells. Grenze erlaubter [¢,1] Bereiche(—), Gren-
ze favorisierter [¢,1)] Bereiche (- - -), Cy-Torsionswinkelkombination innerhalb erlaubter Bereiche (o),
Cq-Torsionswinkelkombination auferhalb erlaubter Bereiche (m).

Aufgrund der vorher genannten Fakten fand das Threading-Modell Nt c1z5wA keine weitere

Verwendung bei strukturbiologischen Betrachtungen.

3.1.1.3 Analyse der Ladungsdichteverteilung

Ausgehend von dem Nt 3CB2 Homologie-Modell wurde die elektrostatische Ladungsdichte be-
rechnet. Dies sollte der Uberpriifung einer vermuteten Oberflichenladungspolarisation dienen.
Hierzu war die Kenntnis weiterer Kraftfeld relevanter Parameter wie Atomladungen und -radien
erforderlich. Auch war das Modell um bisher fehlende Wasserstoffatome zu erweitern, die bisher

eine untergeordnete Rolle spielten. Dies erfolgte mit PDB2PQR von Dolinsky et al. [171].
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Die Berechnung erfolgte mit der APBS Software [191] und des ICM REBEL Algorithmus [192].
Beide Programme konnten linearisierte und nicht linearisierte Poisson-Boltzmann Gleichungen
16sen. Ausgehend von der Laplace-Gleichung wurde diese gelost. Das Problem besteht darin, in
Annahme eines homogenen Systems, eine skalare, zweifach stetig differenzierbare harmonische

Funktion (¢) in Form der Gleichung 3.8 zu bestimmen [193].
V(Ve(r)) =0 (3.8)

Die Berechnung der Ladungsdichte (p(7)) basierte auf der Poisson Gleichung (Gouy [194] und
Chapman [195]) verdndert nach Totrov und Fogolari et al. [192, 196] (Gleichung 3.9).

p(7) = =V (P (7) (3.9)

Die raumabhéngige Losung ergibt den finalen Term der Poisson-Boltzmann Gleichung (3.10),
dieser wurde fiir alle folgenden Berechnungen (im elektrostatischen CGS-Einheitensystem) ver-
wendet. Dabei wurde die rdumlich aufgeloste Potentialdifferenz abhéngig von der Konzentration
der Ionen in unendlichem Abstand zum Molekiil (¢£°), der Valenz (z;), Protonenladung (g),
Boltzmannkonstante (k), Temperatur (7) und der rdumlichen Zugénglichkeit (A) am Punkt 7
betrachtet .

— 47p(F) = 6(6(F)V¢(F} = —4np(F) — 4w Z cfoziqemp_'zi];];W)A(F) (3.10)

(2

Der ICM REBEL Algorithmus sucht eine Ladungsverteilung auf der dielektrischen Ladungsgren-
ze, die das elektrische Feld in dem uniformen Medium reproduziert und beschreibt. Nachdem eine
solche Verteilung gefunden ist, wird das elektrostatische Potential fiir jeden Punkt der Oberflache
ausgehend vom Coulombschen Gesetz berechnet. Das Ergebnis der ICM REBEL Berechnung ist
in Abbildung 3.21 gegeben.

APBS basiert auf einer Kombination von endlichen Differentialen und dem Bank-Holst Algo-
rithmus [197], implementiert durch einen Parallel Multigrid solver. Die Qualitat der Losung der
endlichen Differenz Methode ist antiproportional zur Rechenzeit und wird durch die Auflésung
(Gittergrofe und Anzahl der Gitterknotenpunkte) bestimmt. Bei 200 byte pro Gitterpunkt wa-
ren bis zu maximal 2,4 Gigabyte Daten pro Kalkulation zu verarbeiten. Das Ergebnis dieser
Berechnung unterschied sich nur minimal von dem der ICM REBEL Kalkulation und ist im Ap-
pendix A.47 gezeigt. Aufgrund dessen ist zu auch verstehen, weshalb die ICM REBEL Lésung

im Vergleich zu der APBS eine homogenere Ladungsverteilung ergab.
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Abbildung 3.21: Plot des elektrostatischen Oberflichenpotentials fiir Nt 3CB2

Uber das Proteinriickgrad wurde ein Netz gelegt, dass entsprechend dem jeweiligen Potential eingefirbt wurde.
Ausgehend von der Grundansicht (oben links) erfolgte eine Drehung im Uhrzeigersinn um jeweils 30° um die
z-Achse. Die Referenz fiir das elektrostatische Potential ist in der Joule pro Coulomb gegeben. Umgerechnet in
das elektrostatische CGS-Einheitensystem entspricht 1 Volt = =1 vemy,

300 s

Beide Berechnungen ergaben fiir die Oberfliche des Nt 3CB2 Modells eine deutliche Pola-

risation mit gegeniiberliegenden Bereichen hoher und niedriger Ladungsdichte. Die gefundene

Polarisation ermoglichte weitere Vermutungen zum Aufbau und zur Organisation des gTuRC

sowie moglicher Interaktionsstellen.
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3.1.2 Vergleichende Priméarstrukturanalyse

Ausgehend von dem Alignment der v-Tubulin-Sequenzen 10 repréasentativer Organismen wurden
Kalkulationen zur Diversitdt und Phylogenie durchgefiihrt. In die Betrachtung der ~-Tubulin
Proteinevolution wurde auch das E. coli Protein FtsZ mit einbezogen, das als prokaryotisches
Homolog der eukaryotischen Tubuline gilt [11]. Die Ergebnisse der vergleichenden Primérstruk-

turanalyse der y-Tubulin-Volllingensequenz sind in Abbildung 3.22 gezeigt.
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E. coli HAMMGSGVA SGED- - - -RAEEIAAEMATSSPLLEDIDESGARG--—————————— VEVNITAGFDERE
K. lactis HFLV/PSFSSFTTDFVPESK -NIKKSTAYDVIEDLFDHNNSMVTHS----- SDEPVYIAIYDEEQGYTIOQQS
S. cerevisiae HFLSPSFTPFTSDYTHDDI -AHKGHSSYDVMEDLLDPSNSHVSTA--—-—--— MNNPT YFNVYNTIEGNVEPR
D. melanogaster HFLMTGYTPLMSDCETKTS --VRKTTVLDVMRRLLQPKNMMVSAETDKQ--SRQCFVUSILNIIQGEVDPS
H. Sapiens HFLMTGYTPLTTD-QSWAS --WRKTTVLDVMRRLLQPKNMMVSTGRDRO--TNHCYIAILNIIQGEVDPT

C. reinhardtii HFLMTGYTPLTAENAAGOWTSNIRK TTVLDVMRRLLQPKNEMVSTHTKSRDEANAKYISILNIIQGEVDPS

P. patens HFLMTGYTPLTMERQA NAIRKTTVLDVMRRLLQAKNEMVSSYARTKEASQAKYISILNIIQGEVDPT
0. sativa HFLMTGYTPLTHMEROM NMIRKTTVLDVMRRLLQTKNEMVSS YARNKEASOAKYISILNIIQGEVDPT
Z. mays HFLMTGYTPLTMERQM NEIRKTTVLDVMRRLLQTKNEMVSSYARTRKEASGAKYISILNIIQGEVDPT
A. thaliana HFLMTGYTPLTMERQA NMIRKTTVLDVMRRLLQTKNEMVSS YARNKEASOAKYISILNIIQGEVDPT
N. tabacum HFLMTGYTPLTMERQA N¥IRKTTVLDVMRRLLQTKNEMVSSYARTKEASOAKYISILNIIQGEVDPT
A-Peptid B-Peptid
C E. coli gi: 40863 ALIGNMENT PARAMETER:

100

K. lactis gi: 189047078
S.cerevisiae gi: 1729859
D. melanogaster gi: 45644999

H. sapiens gi: 47115221

Cost Matrix: Blosum62
Gap open penality: 12
Gap extension penality: 3

Refinement interations: 10

C. reinhardtii gi: 8928436
SmvpsoN INDEX:
P. patens gi: 8928437
Threshold: 0,55

O. sativa gi: 2708633
Sliding Window Size: 15

Z. mays gi: 474405

A. thaliana gi: 18412086 SHBNNGH JRK:

Threshold: 0.2
|| N tabacum gi: 9588452 resho

Sliding Window Size: 6

Abbildung 3.22: Vergleichende 7-Tubulin Primérstrukturanalyse
A Plot der Simpson- und Shannon-Diversitdtsindices des Alignments aller 10 Modellorganismen. Bereiche er-
hohter Diversitdt sind rot dargestellt.
B Ausschnitt aus dem MUSCLE-Proteinsequenzalignment des v-A /B-Peptid-Bereichs sowie angrenzender Ami-
noséduren. Konservierte Aminosiuren sind grau dargestellt, divergente farblich hervorgehoben.
C Phylogenetischer Stammbaum der v-Tubulin Aminoséduresequenz. An den Knotenpunkten sind die Bootstrap
Werte gezeigt. Die NJ-Berechnung erfolgte mit 1000 Bootstrap-Replikaten.
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Mit der ProtTest Software wurde das LG+G+F Modell als beste Naherung der Proteinevo-
lution nach dem Akaike Information Kriterium identifiziert. Die Berechnung des Simpson index
[198] sowie des Shannon Index [199] fir das Aminosdurealignment wurde mit Geneious durch-
gefiihrt und sollte Aufschliisse {iber den Konservierungsgrad einzelner Sequenzabschnitte geben.
Die Berechnung der Indices lieferte vereinzelte Abschnitte und grofere zusammenhéngende Clus-
ter erh6hter Divergenz verteilt iiber die gesamte Alignmentldnge. Generell stieg die Diversitét
zum C-Terminus hin an. In der Schnittmenge des Simpson und Shannon Index befanden sich drei
divergente (3.22.A). Es handelte sich zum Einen um den Bereich des C-Terminus, zum Anderen
um das sogenannte y-A /B-Peptid [43].

Eine detailliertere Sequenzbetrachtung dieser beiden letzten Peptidbereiche ist in Abbildung
3.22.B gegeben. Auch ist deutlich zu erkennen, dass ausgehend von Physcomitrella patens bis
hin zu Nicotiana tabacum ein hoher Konservierungsgrad im y-A /B-Peptid Bereich vorliegt. Alle
anderen Organismen zeigten in diesen beiden Bereichen einen hohen Divergenzgrad, flankiert
von konservierten Bereichen (ausgenommen K. lactis, S. cerevisiae und E. coli).

Die phylogenetische Kalkulation zeigte, dass die genetische Distanz fiir v-Tubulin ausgehend von
E. coli iber die Gruppe der Hefen, den bilateralsymetrisch-triploblastischen Gewebetiere, den
photosynthetisch aktiven Eukaryoten (Griinalge und Laubmoos) hin zu den héheren Pflanzen
ansteigt. Zu der zu exprimierenden ~y-Tubulin Zielsequenz aus N. tabacum zeigte die y-Tubulin-
Sequenz aus A. thaliana den geringsten evolutiven Abstand. Ausgehend von diesen Daten konn-
te E. coli als erster Organismus fiir eine Expression von ~-Tubulin aus N. tabacum bestimmt
werden, da hier keine physiologischen Riickkopplungen durch die y-Tubulin-Uberexpression zu
erwarten sind. Etwaige Effekte wie organismenspezifische Glykosylierungen, das Vorhandensein

von Chaperonen, etc. wurden vorerst bei der Auswahl des Expressionssystems vernachléssigt.

3.1.3 Identifikation potentieller pflanzenspezifischer Interaktionsstellen

Eine nachfolgende Betrachtung der Lokalisation der Aminosduren und deren Beitrag zur Sol-
vens zuganglichen Proteinoberfliche, im Speziellen der -A/B-Peptid-Bereich, Korrelation zur
Ladungsdichteverteilung sowie ein Vergleich der zu erwartenden Sekundéarstruktur zu der Sekun-
darstruktur der bekannten humanen sollten die Vermutung eines potentiellen pflanzenspezifischen
Interaktionsbereichs {iberpriifen. Das Ergebnis der Betrachtung des Oberflichenanteils einzelner

Aminoséduren sowie der Sekundérstrukturvergleich ist in Abbildung 3.23 gezeigt.
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Abbildung 3.23: Vergleichende 7-Tubulin Sequenz- und Strukturanalysen

A Binédre Darstellung des Oberflichenkontakts einzelner Aminosduren des Nt 3CB2 Modells. Aminosduren
ohne Kontakt zur Oberfliche sind schwarz unterlegt, Aminosduren die einen Beitrag zur Oberfliche leisten
hingegen weifs unterlegt. Der «-A /B-Peptid-Bereich sowie flankierende Bereiche wurden mit der Aminoséure-
sequenz vergrofert dargestellt.

B Dreidimensionale Darstellung der Proteinoberfliche des Nt 3CB2 Modells (orange) mit den griin hervorge-
hobenen und umrandeten 7-Peptid A (%) und B (#) Bereichen. Dem gegeniiber ist ein Auszug aus Abbildung
3.21 mit dem elektrostatischen Oberflichenpotential des Nt _3CB2 Modells in analoger Orientierung zum Ver-

gleich gezeigt.

C Korrelierte Betrachtung der Primér- und Sekundérstruktur fiir ein Alignment der menschlichen (Hs 3CB2)
und Tabak (Nt 3CB2) +-Tubulin-Sequenz. Bereiche hoher Konservierung sind griin, mittlerer Konservierung
gelb unterlegt. Divergente Bereiche sind weifs unterlegt. Fiir die an das Alignment gekoppelte Darstellung
der Sekundarstrukturen gilt, dass Pfeile 8-Faltblatt- und Zylinder a-Helix-Strukturen représentieren. Der grii-
ne Strich symbolisiert das Proteinriickgrad ohne solche spezifischen Sekundérstrukturen. Der ~-A /B-Peptid-
Bereich wurde durch einen Rahmen hervorgehoben.

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich der Aminoséurenanteil mit Oberflichenkontakt zum

C-Terminus hin erhoht. Auch sind beide v-A /B-Peptid-Bereiche an der Oberfliche exponiert und
zusétzlich in Bereichen erhohter Ladungsdichte lokalisiert (Abbildung 3.23.B). Aus der Betrach-

tung der bekannten menschlichen Sekundéarstruktur mit der zu erwartenden Sekundérstruktur

flir N. tabacum ergab sich nur fiir den v-B-Peptid-Bereich eine signifikante Abweichung. So wird

ausgehend von der Primarstruktur eine a-Helix vorhergesagt.
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3.2 Klonierung und Expression von v-Tubulin

Eine Vorbedingung fiir eine Struktur- und Interaktionspartnerbestimmung war es gréfsere Mengen
an purifiziertem Protein zur Verfiigung zu haben. Hierzu sollten verschiedene pro- und eukaryo-
tische Expressionssysteme verwendet werden. Im Folgenden sind die Ergebnisse der Expression

von v-Tubulin aus N. tabacum in verschiedenen zelludren Expressionssystemen dargestellt.

3.2.1 Bakterielles pET-Expressionssystem

Die in silico Vorhersagen zur Phylogenie und die erfolgreiche Expression von a- und S-Tubulin
mit IPTG-induzierbaren bakteriellen Expressionssystemen [200] sprachen fiir eine Verwendung
des pET-Systems. Alle gezeigten Ergebnisse wurden mit dem T7/lacO-Promotor basierten
pET-Vektorsystem erzielt. Stets wurden mindestens 3 Klonlinien zur Expression gefithrt, um
die Wahrscheinlichkeit von falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen zu minimieren.
Ein Teil der nachfolgenden Ergebnisse ist bereits in den Diplomarbeiten von Herrn Daniel Weifs

[201] und Frau Esther Gébel [202] gezeigt.

3.2.1.1 y-Tubulin mit C-terminaler Hexahistidin-Sequenz

Zur spateren Purifikation des rekombinanten Proteins wurde die «-Tubulin Volllingensequenz
durch Klonierung um eine C-terminale Hexahistidin kodierende Sequenz erweitert. Die Entschei-
dung fiir einen Hisg-Tag erfolgte aufgrund der geringen Grofe im Vergleich zu anderen Tags
[203], im Allgemeinen vernachléssigbarer struktureller Einfliisse auf das Zielprotein [204] und der
kosteneffizienten Purifikationsmatrix [205]. Basierend auf dem Nt_3CB2 Strukturmodell sollte
die Hisg-Modifikation C-terminal erfolgen, da hier aufgrund der Lokalisation im Vergleich zum
N-Terminus ein geringerer sterischer Einfluss fiir spatere Proteininteraktionsstudien erwartet
wurde. Aufgrund der geringen Grofe des Hisg-Tags wurde auf den Einbau einer Protease-Schnitt-

stelle zur spateren Entfernung des Tags verzichtet.
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Amplifikation und Klonierung Ausgehend von einer erstellten cDNA wurde eine um Schnitt-
stellen erweiterte y-Tubulin-CDS amplifiziert (Ndel ~-Tubulin Sall). Der reverse Primer mit
der Sall Schnittstelle enthielt keine Hisg- und Stop-Codon-Sequenz, denn es sollte die auf dem
pET-44a(+) Vektor enthaltene Hisg- und Stop-Codon-Sequenz genutzt werden. Zur Steigerung
der Klonierungseffizienz wurde das Amplifikat in den pJET1.2/blunt-Vektor kloniert. Durch die
Restriktionsenzyme Ndel und Sall wurde die modifizierte ~-Tubulin-CDS aus dem
pJET1.2/blunt _gTub Konstrukt ausgeschnitten und in den pET-44a(+)-Vektor via Ndel und
Xhol eingebracht. Da die Xhol-Erkennungssequenz zweimal in der y-Tubulin-CDS auftritt, wurde
die Kompatibilitit der Sall/Xhol Uberhinge genutzt um die CDS gerichtet in den pET-44a(+)-
Vektor zu integrieren. Hierbei traten die in Abbildung 3.24 gezeigten Modifikationen am 3’-Ende
auf. Bei der Sequenzierung des Konstrukts pET-44a(+)  gTub wurden keine weiteren primér-

strukturverandernde Modifikationen gefunden.

A &\:{0 B 17
&% &,50 Sall/Xhol (6379)
¥ x\s"
>
N
s & &
bp S N Q
Xhol (5351)_ .
pET-44a(+)_gTub b
Xhol (5142) 6914bp
2000- _;‘
1500- G b < W
1000-
500-

C 1410 1,420 1,430 1,440
gTub_Nt CCCAAGTTATCTTTATGA
Frame 1 P K L S L *
gTub_His6 CCCAAGTTATCTTTAIGTCGAGCACCACCACCACCACCACTAA
Frame 1 P K L S L v E H H H H H H *

Abbildung 3.24: Amplifikation und Klonierung der modifizierten v-Tubulin-CDS in pET-44a(+)
Ergebnis  der  Gelelektrophorese ~ der =~ PCR-Produkte (A) der  ~-Tubulin-Oligonukleotiden
(gTub_fwd Ndel ecoli und gTub_rev_Sall ecoli) mit einer Ubersicht des FExpressionskonstruktes
pET-44a(+) gTub (B) und durch die Klonierung bedingter Modifikationen der y-Tubulin-CDS (C). [8]

A Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte mit einer N. tabacum cDNA, des
Subklonierungskonstrukts pJET1.2/blunt gTub und des Expressionskonstrukts pET-44a(+) gTub als
Template in einem 1,0 Gew.-% Agarose-Gel. Die zu erwartende Amplifkatgrofe lag bei 1448 bp.

B Schematische Darstellung des pET-44a(+) Vektors mit eingefiigter y-Tubulin-CDS unter Kontrolle eines
T7/lacO Promotors und T7 Terminators. Weiter sind der Selektionsfaktor Amp®, der Replikationsursprung
ColE1 und die Position der relevanten Restriktionsendonukleaseschnittstellen gezeigt.

C Ausschnitt der nativen N. tabacum -Tubulin-CDS (gTub_Nt) und der durch die Klonierung modifizierten
CDS (gTub_Hisg). Unter der jeweiligen CDS ist das Ergebnis der Translation samt Stop-Codon (%) gezeigt.
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Expression von geléstem ~-Tubulin Erste Expressionsversuche wurden mit dem FE. coli-
Stamm BL21(DE3) unternommen. Hierzu wurden kompetente BL21(DE3) Zellen mit dem
pET-44a(+) gTub Konstrukt transformiert, die Transformation mittels PCR verifiziert, die
transformierten E. coli in LB Medium kultiviert und die «-Tubulin-Expression mit IPTG in-
duziert. Die Ergebnisse der vergleichenden immunochemischen Untersuchung denaturierter und
nativer Proteinisolate sind in Abbildung 3.25.A gezeigt. Fiir das denturierte Proteinisolat der
induzierten Probe zeigte sich, dass eine dem ~-Tubulin zuzuordnende Bande im Bereich von
5543 kDa bereits nach 3 Stunden Induktion im Coomassie gefirbten SDS-PAGE-Gel doku-
mentierbar war. Der immunochemische Nachweis zeigte ein Signal der entsprechenden Grofie
und bestétigte die Annahme einer erfolgreichen heterologen ~-Tubulin Expression in E. coli. Die
ECL-Nebensignale mit einem geringeren apparenten Molekulargewicht wurden bereits eingehend
untersucht und diskutiert [8].

Die Untersuchung nativer Proteinisolate zuvor induzierter Proben ergab das in Abbildung 3.25.B
gezeigte Ergebnis. Ein dem y-Tubulin zugeordnetes Signal, sowohl auf der Ebene der SDS-PAGE

als auch der der immunochemischen ECL-Reaktion, konnte nur im Pellet nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.25: Expression von y-Tubulin in E. coli
SDS-PAGE-Gele (jeweils links) wurden mit kolloidalem Coomassie gefirbt, Rontgenfilme (jeweils rechts) fiir
8 Minuten belichtet. Zum immunochemischen Nachweis wurde der Antikérper Anti-y-Tubulin AK 746 (Covalab)
verwendet. Zur SDS-PAGE wurden 10,0 ng und zum immunochemischen Nachweis nur 0,02 png Gesamtprotein
aufgetragen. Das zu erwartende Molekulargewicht des rekombinanten y-Tubulins lag bei 54,29 kDa.
A Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung und immunochemischen Nachweises eines denaturierten
Gesamtproteinisolats von mit dem Expressionskonstrukt pET-44a(+) gTub transformierter, nicht induzierter
BL21(DE3) und fiir 3 Stunden mit 1,0 mM IPTG induzierter BL21(DE3).
B Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung und des immunochemischen Nachweises des Pellets und
Uberstandes eines nativen Proteinisolats einer analog zu (A) induzierten Probe.

89



Ergebnisse

3.2.1.2 Strategie zur Expression von gelostem y-Tubulin in E. col:

Nachdem eine Expression von gelostem y-Tubulin in E. coli nicht mit einem Standardproto-

koll durchfiithrbar war, sollte eine umfangreiche Variation der Expressionsparameter, der Einfluss

verschiedener E. coli-Stdmme und ~-Tubulin-CDS Modifikationen auf die Loslichkeit des zu ex-

primierenden -Tubulins getestet werden. Die verwendete Strategie ist in Abbildung 3.26 gezeigt.
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Abbildung 3.26: Strategie zur Expression der y-Tubulin Vollingensequenz in E. coli

Variation der Expressionsparameter

Fiir die mit dem Konstrukt pET-44a(+) gTub trans-

formierten E. coli wurden die fiir die Expression relvanten Parameter (wie ODggg bei Induktion,

IPTG-Konzentration, etc.) innerhalb der in Tabelle 3.43 angegebenen Grenzen variiert und die

nativen Proteinextrakte hinsichtlich gelostem ~-Tubulin untersucht.

Tabelle 3.43: Parametervariationen zur Expression von geldstem ~-Tubulin

Parameter

Intervall

ODgoo bei Induktion
IPTG

[0,4; 0,6; 0,8; 1,0]
[0,0; 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0] mM

Induktionsdauer [0,0; 0,25; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 16,0] Stunden
Glukose [0,0; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0] mM

Temperatur [15,0; 17,5; 20,0; 22,5; 25,0; 27,5; 30,0; 32,5; 35,0; 37,5] °C
Ethanolzugabe [0,0; 1,0; 5,0] Vol.-%

E. coli-Stamm

[BL21(DE3); pChaper; Origami; Rosetta; Rosetta-gami|
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Die Variation der Glukose-Konzentration sollte sich zum Einen direkt auf die F. coli-Wachs-
tumsrate und zum Anderen auf das chemische Potential des Ndhrmediums und somit die Pro-
teinldslichkeit auswirken. Untersucht wurde auch der Einfluss der Anzuchttemperatur, welche
auch die Loslichkeit beeinflussen kann [206], ebenso die Ethanolzugabe und eine Coexpressi-
on von Chaperonen [207]. Fiir keine der genannten Parameterkombination war eine Expression
von gelostem ~-Tubulin in BL21(DE3) dokumentierbar. In Abbildung 3.27 sind exemplarische
Ergebnisse fiir die Expression von «-Tubulin in verschiedenen FE. coli-Stammen gezeigt. Die Ver-
wendung verschiedener E. coli-Stamme (BL21(DE3), pChaper, Origami, Rosetta, Rosetta-gami)
und Chargen brachte ebenfalls keine Fortschritte zur Expression von gelostem ~-Tubulin. Zum
Ausschluss von moglichen Mutationen im regulativen Bereich des Expressionsvektors wurden
auch zwei de novo reklonierte Expressionskonstrukte hinsichtlich der Expression von geldstem
~-Tubulin untersucht. Auch hier war kein gelostes Protein dokumentierbar. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass bereits die geringsten dokumentierbaren Mengen an ~-Tubulin stets im

Pellet vorlagen.
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Abbildung 3.27: Expression von «v-Tubulin in verschiedenen E. coli Stdmmen

Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung und immunochemischen Nachweises eines nativen Proteinisolats
von mit dem Expressionskonstrukt pET-44a(+) gTub transformierter, fiir 3 Stunden mit 1,0 mM IPTG indu-
zierter BL21(DE3), BL21(DE3)pChaper und BL21(DE3)Origami.

Das SDS-PAGE-Gel (oben) wurde mit Coomassie gefarbt, der Rontgenfilm (unten) fiir 8 Minuten belichtet.
Zum immunochemischen Nachweis wurde der Antikérper Anti-y-Tubulin AK 746 (Covalab) verwendet. Zur
SDS-PAGE wurden 10,0 pg und zum immunochemischen Nachweis nur 0,02 pg Gesamtprotein aufgetragen.
Das zu erwartende Molekulargewicht des rekombinanten, modifizierten y-Tubulins lag bei 54,29 kDa.
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Einsatz alternativer N-terminaler Tags Aufgrund der vorherigen Ergebnisse wurde die An-
nahme getroffen, dass das heterolog exprimierte v-Tubulin als Inclusion bodies (I1Bs) aggregierte.
Eine Riickfaltung wurde aufgrund strukturbiologischer Uberlegungen und Hinweisen zur Kom-
plexitdt der Proteinfaltung von Tubulinen [208]| ausgeschlossen. Zur Expression von gelostem,
funktionellem v-Tubulin in E. coli blieb nur die Moglichkeit der Erweiterung der v-Tubulin-CDS
um potentiell die Loslichkeit erhéhende Tags.

Durch die Integration der y-Tubulin-Hisg-Sequenz in die pETMM-Vektoren erfolgte eine Er-
weiterung dieser um diverse N-Terminale-Tag-Sequenzen abgegrenzt durch eine TEV-Protease-
Schnittstellen-Sequenz. Sowohl die Loslichkeit erhohende Tag-Sequenzen (wie MBP oder GST
[209,  210]) als auch  Protein  modifizierende  Tag-Sequenzen  wurden  der

~-Tubulin-CDS  vorangestellt.

Tabelle 3.44: Primarstruktur bedingte Wahrscheinlichkeit einer Expression

Die Ergebnisse der aufgrund von léslichem Protein

der Primarstruktur zu erwar-

Lo . Konstrukt Amino- Wahrscheinlichkeit CV-CV’
tenden Wahrscheinlichkeit an sduren 16slichen Proteins -Wert
gelostem Protein nach Wilkin-  gTub Hisg 482 0,472 0,13

_ _ TrxA_TEV_gTub_Hisg 615 0,506 0,00

son und Harrison [211] sind  Ggr TEV pTub Hiss 733 0,461 0,17
. . MBP_TEV_gTub_Hisg 874 0,428 0,30
in Tabelle 3.44 gegeben. Die 10 =i rn Hise 714 0,470 0,13
Kalkulationen fiir die diver- UDsbA_TEV_gTub_Hiss 697 0,482 0,09
DsbC_TEV_gTub_Hisg 742 0,448 0,22

sen N-terminalen Modifikatio- 1DsbC_TEV_ gTub Hisg 724 0,457 0,18

nen lieferten sowohl erhoh-
te, als auch reduzierte Wahr-
scheinlichkeitsvorhersagen im Vergleich zu dem N-terminal nativen y-Tubulin fiir die Expression
an gelostem Protein. Der Einfluss der durch Tag vermittelten nachgeschalteten Proteinmodifika-

tionen (wie TrxA, etc.) wurde bei dieser Kalkulation nicht berticksichtigt.

zur Klonierung wurde die am 3’-Ende um eine Hexahistidin-CDS erweiterte y-Tubulin-CDS mit
den Oligonukleotiden gTub fw Ncol ecoli und gTub rev Hisg ecoli amplifiziert und in den
pJET1.2/blunt Vektor subkloniert. Die Substitution der vorherig verwendeten Ndel- durch ei-
ne Ncol-Schnittstellensequenz fiihrte zu einer Nukleotidsubstitution, die bei der Expression die
zweite Aminosdure Prolin durch Alanin ersetzt (Abbildung 3.28.A). Ziel war stets eine moglichst
native v-Tubulin-CDS Sequenz zu klonieren, doch der strukturelle Einfluss dieser Mutation wurde
als vernachléssigbar erachtet. Durch Sanger-Sequenzierung wurde das Subklonierungs-Konstrukt
auf weitere Mutationen tiberpriift. Das Integrat eines mutationsfreien Klons wurde durch einen
Ncol/Sall Verdau extrahiert und erneut via Ncol /Xhol in die pETMM-Vektoren integriert (Ab-
bildung 3.28.B).
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Abbildung 3.28: Klonierung und Expression getaggter v-Tubulin-CDS in E. coli
A Vergleichende Darstellung der klonierungsbedingten Nukleotidsubstitution und der daraus resultierenden
Aminosauresubstitution am N-Terminus fiir die y-Tubulin-CDS aus N. tabacum und der via Ncol in die
pETMM-Vektoren eingebrachten -Tubulin-CDS.
B Ubersicht der verschiedenen pETMM-~-Tubulin-Expressionskonstrukte.
C Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Ansétze mit den verschiedenen pETMM-
Expressionskonstrukten in einem 1,0 Vol.-% Agarose-Gel. Zur Amlifikation wurden die Oligonukleotide T7 fwd
und gTub_rev_Hiss ecoli verwendet. Die zu erwartenden Amplifikatgrofen lagen bei 1942, 2295, 2721, 2247,
2187, 2322 und 2268 bp.
D FErgebnis der SDS-PAGE nativer Proteinisolate trangener FE. coli. Die mit den Expressionskonstrukten
pETMM30_ gTub, pETMM40_ gTub und pETMM40 transformierten BL21(DE3) wurden fiir 3 Stunden mit
1,0 mM IPTG induziert. Die MBP _TEV_51AS haltige BL21(DE3) pETMM40-Probe wurde zum Einen un-
behandelt und zum Anderen zuvor mit der TEV-Protease fiir 3 Stunden bei 4°C inkubiert auf des Gel auf-
getragen und aufgetrennt. Zur SDS-PAGE wurden je 10,0 ng Gesamtprotein aufgetragen. Das SDS-PAGE-
Gel wurde mit Coomassie gefarbt. Das zu erwartende Molekulargewicht des rekombinanten, modifizierten
GST_TEV gTub Hiss («, Spur 1) lag bei 83,20 und GST TEV gTub Hiss (4, Spur 3) bei 97,29 kDa.
Die unbehandelte pETMM40-Probe (<, Spur 5) sollte ein Signal bei 48,25 und die mit der TEV-Protease
behandelte Probe (<1, Spur 6) ein Signal bei 42,77 kDa zeigen.

Jedes pETMM-Expressionskonstrukt wurde dann via PCR hinsichtlich einer korrekten
~-Tubulin-CDS Integration iiberpriift (Abbildung 3.28.C) und ~-Tubulin-haltige Konstrukte in
BL21(DE3)-Zellen eingebracht. BL21(DE3) Tranformanten wurden via PCR verifiziert, transge-
ne BL21(DE3) kultiviert und die Expression mittels IPTG induziert.
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In keinem Uberstand nativer Proteinisolate der induzierten Proben konnte ein Signal was dem
~-Tubulin zuzuordnen gewesen wére, ob N-terminal modifiziert oder nicht, dokumentiert werden.
Ein dem «-Tubulin entsprechenden Signal konnte stets nur im Pellet protokolliert werden. Fiir das
Konstrukt GST TEV gTub und MBP _TEV gTub sind die Ergebnisse in Abbildung 3.28.D
exemplarisch gezeigt. Der Versuch der Expression einer MBP-Sequenz (pETMM40-Vektor) liefer-
te eine deutliches Signal im Uberstand eines nativen Proteinisolats. Die MBP-Sequenz kodierte
fiir ein Polypetid bestehend aus MBP, TEV-Sequenz und einer unspezifischen, 51 Aminoséu-
ren langen Peptidsequenz. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Polypeptid in Losung vorliegt
und von einer TEV-Protease prozessiert werden konnte. Die Expression und Prozessierung des
16slichen Polypeptids kann als Beweis fiir die Funktionalitdt des pETMM-Systems gewertet wer-
den. Dennoch konnte y-Tubulin nicht in gelster, nativer Form mit dem pET-Expressionssystem

exprimiert werden.

3.2.1.3 7-Tubulin Standard zur Quantifizierung

Das, vermutlich als IBs, aggregierte y-Tubulin sollte unter denaturierenden Bedingungen zum
Zwecke quantitativer Studien purifiziert werden. Hierzu wurden BL21(DE3) Zellen die das Ex-
pressionskonstrukt pET-44a(+) gTub trugen induziert und die Proteine unter nativen Bedin-
gungen isoliert. Im Anschluss wurde das ~-Tubulin-haltige Pellet unter denaturierenden Be-
dingungen aufgearbeitet und mittels einer IMAC purifiziert. Der Puffer des ~-Tubulin-haltigen
IMAC-Eluats wurde mittels Ultrafiltration ausgetauscht und die konzentrierte Probe durch eine
Gelfiltration abschliefsend gereinigt.

Die Expression erfolgte nach einem Standardprotokoll, wonach die transformierten BL21(DE3)
fir 3 Stunden mit 1lmM IPTG induziert wurden (Abbildung 3.29.A). Zur IMAC-Purifikation
wurde das Pellet des nativen F. coli Aufschlusses in Denatuierungspuffer gewaschen, bei 95 °C
aufgekocht und 24 Stunden bei 4 °C mit dem S&ulenmaterial inkubiert. Als das effizientes-
te IMAC-Protokoll wurde das nachfolgend beschriebene eruiert. Zur Elution wurde die Matrix
mit 5 Sdulenvolumina eines Elutionspuffers mit 50,0 mM Imidazol gewaschen, bevor die Elu-
tion spezifischer gebundener Proteine mit einem Elutionspuffer mit 250 mM Imidazol erfolgte.
Das Eluat wurde mittels SDS-PAGE hinsichtlich der Reingiungsleistung iiberpriift (Abbildung
3.29.B). Durch eine Gelfiltration sollte eine hohere Reinheit erzielt werden. Durch eine Ultrafil-
tration wurde zugleich das Eluatvolumen reduziert und der Puffer gewechselt. Die Gelfiltration
der konzentrierten Probe mittels einer 16/60 Superdex 200 Saule ergab das in Abbildung 3.29.C
gezeigte Profil. Die Uberpriifung der einzelnen Eluate ergab dass y-Tubulin in den Fraktionen
42 — 62 enthalten war. Zur weiteren Verwendung wurden nur die Eluate 48 — 54 vereinigt und

ultrazentrifugiert, da hier der «-Tubulin Anteil jeweils am héchsten war.
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Mittels einer SDS-PAGE und eines immunochemischen Nachweises konnte gezeigt werden, dass

~-Tubulin exprimiert und mit einem hohen Reinheitsgrad purifiziert werden konnte (Abbildung

3.29.D). Durch die Integration der Signalflichen durch die Software ImageJ konnte der y-Tubulin

Anteil in dem gepoolten Eluat der Gelfiltration mit 82,1 + 3,6 % beziffert werden.

A B C D
IMAC- Gelfiltration
kDa Pellet Eluat v Fraktion #48 - 54
200- - 100
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66- 3
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Abbildung 3.29: Purifikation von rekombinantem ~-Tubulin aus E. col:

SDS-PAGE-Gele wurden mit kolloidalem Coomassie gefarbt. Zum immunochemischen Nachweis wurde der
Antikérper Anti-y-Tubulin AK 746 (Covalab) verwendet und eine Signalintegrationszeit von 8 Minuten gew&hlt.
Zur SDS-PAGE wurden jeweils 10,0 pg und zum immunochemischen Nachweis nur 0,01 pg Gesamtprotein
aufgetragen. Das zu erwartende Molekulargewicht des rekombinanten «-Tubulin lag bei 54,29 kDa.

A Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung des denatuerierten Pellets eines nativen Proteinisolats
transformierter und induzierter BL21(DE3).

B Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung des 250 mM Imidazol haltigen IMAC Eluats.

C Profil der Gelfiltration des IMAC-Eluats ohne Vor-/Nachlauf mit einer 16/60 Superdex 200 pg Saule. Auf
der Ordinate ist die gemessene, normierte Transmission aufgetragen, auf der Abszisse das eluierte Volumen.
Das Fraktionsvolumen betrug in 1 ml und die abgeleitete Spannung am Schreiber betrug 10 mV. Die einzelnen
Fraktionen sind als Teilstriche auf der Abszisse gekennzeichnet. Der relevante Fraktionsbereich ist durch einen
Kasten unterlegt.

D Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung (links) und immunochemischen Nachweises (rechts) der
gepoolten und aufkonzentrierten Fraktionen 48 — 54. Das zu erwartende Molekulargewicht des rekombinanten

~-Tubulin lag bei 54,29 kDa.

Das unter denaturierenden Bedingungen purifizierte «-Tubulin konnte weder zur Strukturbe-

stimmung noch zur Interaktionspartner-Analyse verwendet werden. Jedoch konnte es als Stan-

dard fir ELISA-Studien verwendet werden.
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3.2.2 Hefe pKLAC-Expressionssystem

Bei dem Versuch der Expression von gelostem ~-Tubulin sollte aufgrund von bereits umfang-
reich dokumentierter Proteinexpressionen ein K. lactis LAC4-Expressionssystem [51, 54, 55, 57|
verwendet werden. Das verwendete K. lactis-System stammte von New England Biolabs und
bot die Méglichkeit einer segregativen Expression von Proteinen mit nativem und nicht-nativem
N-Terminus unter Kontrolle eines LAC4-Promoters [56]. Durch die segregative Expression sollte
zum Einen der im Vergleich zu E. coli deutlich aufwendigere Zellaufschluss und zum Anderen
die Problematik der limitierten, intrazelludren Proteinloslichkeit umgangen werden. Dieses euka-
ryotische Expressionssystem verfiigte auch iiber eine umfangreichere Chaperonausstattung und

bot den Vorteil einer beliebigen Skalierbarkeit was fiir die Ausbeute eine wichtige Rolle spielt.

3.2.2.1 Segregative v-Tubulin-Volllangen-Expression

Die segregative y-Tubulin-Volllangen-FExpression mit C-terminalem Hisg-Tag sollte mit einem
nativen N-Terminus erfolgen. Hierzu wurde die y-Tubulin-CDS aus N. tabacum via der Schnitt-
stellen Xhol und Sall in den pKLAC1-Vektor integriert. Die Integration an dieser Position fiihrte
zu einer N-terminalen Erweiterung der CDS, die bei der Translation fiir einen, durch die endogene

Kex-Protease, abspaltbaren a-Matingfaktor codiert.

Amplifikation und Klonierung Ausgehend von einer N. tabacum cDNA wurde durch Am-
plifikation mit den Oligonukleotiden gTub fwd Sall yeast und gTub rev_Sall yeast (Abbil-
dung 3.30.A) die v-Tubulin-CDS neben einer CDS fiire eine Kex-Proteaseerkennungsstelle am
5’- noch um eine Hisg-CDS am 3’ Ende erweitert. Die Integration der modifizierten ~-Tubulin-
CDS in den pKLAC1-Vektor erfolgte iiber die der Vektor endogenen Schnittstellen Xhol und
Sall. Die Integration der «-Tubulin-CDS wurde durch eine PCR verifiziert (Abbildung 3.30.A).
Durch eine Sequenzierung wurden etwaige Nukleotidsubstitutionen, die zu einer Verdnderung
der Primérstruktur fithren konnten, ausgeschlossen. Durch die Integration mittels der genannten
Vektorschnittstellen wurde die modifizierte v-Tubulin-CDS um eine a-MF CDS am 5 Ende er-
weitert (Abbildung 3.30.B).

Mittels des Sacll-Restriktionsexzyms wurde der Vektor geschnitten, das Vektorriickgrad von
der Expressionskassette gelelektrophoretisch getrennt und die Expressionskassette purifiziert.
Kompetente K. lactis-Zellen wurden mit der Expressionskassette transfiziert und auf einem
Acetamid-Selektionsmedium kultiviert. Die DNA der auf dem Selektionsmedium gewachsenen
K. lactis-Zellen wurde isoliert und mit einer PCR hinsichtlich einer erfolgreichen Integration der

Expressionskassette tiberpriift.
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Diese erfolgte mit den Oligonukleotiden Integration 1 und Integration 2, die bei einer einfa-

chen Integration in das Genom ein Signal bei ca. 2,3 kbp zeigen sollte und die Oligonukleotide

Integration 3 und Integration 2, die bei einer multiplen Integration ein Signal bei ca. 2,4 kbp

zeigen sollten. Trotz mehrmaliger Wiederholung der Transfektion wurde nur ein Klon gefunden

der Signale zeigte die auf eine Integration schliefsen liefen. Jener Klon zeigte auch ein Signal, das

auf eine multiple Integration schliefen lieft (Abbildung 3.30.A).

A B Sall/Xhol (257)

DNA lkex
transfizierter )
N. t.cDNA pKLAC1_gTub K. lactis
kbp
10-
8 Sacll (8878) S
g %
4-
3.
2,5- —
2- — pKLAC1_gTub

10507bp

—
[

ADH1

0,5-

Sacll (6051) Ycq 5

Abbildung 3.30: Amplifikation und Klonierung der modifizierten y-Tubulin-CDS in pKLAC1

A Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte mit einer N. tabacum cDNA als Template
und den y-Tubulin spezifischen Oligonukleotiden gTub _fwd Sall yeast und gTub_rev_Sall yeast (Sollgrofe:
1473 bp), dem pKLAC1 _gTub Hefeexpressionskonstrukt als Template mit den Oligonukleotiden LAC4mt _fwd

und pKLAC1 rev (Sollgréfe: 1968 bp) und einer genomischen DNA transfizierter K. lactis-Zellen mit d

en

Oligonukleotiden Integration 1 und Integration 2 (SollgréRe: 2,3 kbp) sowie Integration 3 und Integration 2

(Sollgrofe: 2,4 kbp). Die jeweiligen Kontrollansétze zeigten keine Signale vergleichbarer Grofe.

B Schematische Darstellung des pKLAC1  ~-Tubulin Konstrukts unter Kontrolle eines LAC4-Promotors und
Terminators. Weiter sind der bakterielle Selektionsfaktor Amp® und eukaryotische Selektionsfaktor Amd®, der
bakterielle Replikationsursprung ColE1, die Position der relevanten Restriktionsendonukleaseschnittstellen, die

Kex-Proteaseerkennungsstelle sowie der a-Matingfaktor (a-MF) gezeigt.

Eine Sequenzierung bestétigte die korrekte Integration einer modifizierten «-Tubulin-CDS, die

iiber keine Nukleotidsubstitutionen verfiigte die bei der Translation zu einer Aminoséduremutation

gefiihrt hatten.
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Expression Da die v-Tubulin-CDS bei diesem System unter der Kontrolle eines konstitutiven
LAC4-Promotors stand, war eine Induktion nicht notwendig. Zur Kontrolle des Expressionssys-
tems wurden kompetente K. lactis mit der Expressionskassette des pKLAC1-malE transfiziert
und transgene Zellen zur Expression kultiviert. Das FErgebnis der vergleichenden immunochemi-
schen Untersuchung denaturierter Proben ist in Abbildung 3.31 gegeben.

Im YPD-Medium der mit der Expressionskassette des pKLAC1 gTub transfizierten K. lactis,
war bei der SDS-PAGE kein Signal dokumentierbar. Im YPD-Medium des mit pKLAC1-malFE
transfizierten K. lactis konnte nur ein Signal dokumentiert werden, das aufgrund seiner Lauf-
weite dem MBP zugeordnet werden konnte (Abbildung 3.31.A). Beim Vergleich der transfi-
zierten und nicht transfizierten K. lactis ergaben sich keine dokumentierbaren Unterschiede
im Bandenmuster, die auf eine Expression von ~-Tubulin hingedeutet hitten. Beim immu-
nochemischen Nachweis zeigte die BY-2-Probe ein Signal das nativem ~-Tubulin entsprach.

Bei den Proben der transfizier-

~ or »® ®
ten als auch nicht transfizier A %& > §) B ] e@»&:@ ‘§)
N : i
ten K. lactis konnte kein Signal Q"k‘b & 43930 QQ/ 49,*’\@3‘; & © 3”@9
. . e L
bestimmt werden, das dem mit
kDa
a-MF getaggtem oder dem
ungetaggtem ~-Tubulin ent- 22 - P

sprach. In beiden Proben konn-

te nur ein Signal dokumen-

tiert werden, welches ein ge-
ringeres Molekulargewicht zeig- Abbildung 3.31: Segregative Expression von y-Tubulin in K. lactis
Das SDS-PAGE-Gel (A) wurden mit kolloidalem Coomassie geférbt.

te als das native ~-Tubulin ; - ) ask )
Zum immunochemischen Nachweis (B) wurde der Antikérper Anti-

aus BY-2. Ein dem rekombi- ~-Tubulin AK 746 (Covalab) verwendet. Zur SDS-PAGE und zum im-

. munochemischen Nachweis wurden 10,0 ng Gesamtprotein aufgetragen.
nanten y-Tubulin zugeordnetes Das zu erwartende Molekulargewicht des rekombinanten, modifizierten
Signal, sowohl fiir die SDS- und segregierten v-Tubulins (<) lag bei 54,29 kDa, dass des nativen

~v-Tubulins aus BY-2 als Positivkontrolle bei 53,24 kDa. Das zu erwar-
PAGE, als auch fiir die im- tende Molekulargewicht fiir das MBP (<) lag bei 40,64 kDa.

A Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung eines denaturierten
munochemische ECL-Reaktion, Gesamtproteinisolats einer nativen BY-2 Zellkultur als positiv Kon-
trolle, nicht transfizierter K. lactis, mit der Expressionskassette trans-

konnte in keiner Probe nach- fizierter K. lactis und des mit TCA préazipitierten YPD-Mediums je-

gewiesen werden, obwohl mole- ner transgenen K. lactis. Ebenfalls wurde des YPD-Medium mit einer
malE-Expressionskassette transfizierten K. lactis aufgetragen, die MBP
kulargenetische Befunde auf ein exprimieren und in jenes segregieren.

B Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung und des immuno-

Vorhandensein der Expressions- chemischen Nachweises der o. g. Proben.

kassette hindeuteten.
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3.2.3 Pflanzliche Binare Vektor Systeme

Da eine Expression von gelostem ~-Tubulin bisher nicht mdéglich war, sollte eine Expression in
héheren Organismen versucht werden. Basierend auf den vorherigen Erfahrungen sollten Ex-
pressionssysteme mit einer ausreichenden Chaperonausstattung und einer hohen phylogeneti-
schen Nidhe zu N. tabacum gewéhlt werden. Aufgrund der zu erwartenden unterschiedlichen
posttranslationellen Modifikationsmuster bei Expressionssystemen aus der Gruppe der Bilateria
wurden nur pflanzliche Expressionssysteme weiter verwendet. Aufgrund der hohen Sequenziden-
titdt bzw. -dhnlichkeit zwischen den dikotylen Modellorganismen A. thaliana, N. benthamiana
und N. tabacum [8], sollten zur diese zur homologen Expression verwendet werden. Faktoren wie
die Kozak-Sequenz, Exon-Intron-Strukturen, die Wahl des Vektor-/Promotorsystems, Transfekti-
onstechnik sowie Posttransriptional Gene Silencing wurden zuvor analysiert, deren zu erwartende
Effekte gewichtet und dann ggf. angepasst. Ein Teil der nachfolgenden Ergebnisse ist bereits in
der Diplomarbeit von Frau Alexandra Fischer [212] gezeigt.

3.2.3.1 Exon-Intron-Struktur des TUBG1-Gens

Die Verwendung hoherer Organismen bot auch die Moglichkeit, statt wie bisher nur die «-Tubulin-
CDS, alternativ die genomische DNA-Sequenz zu Expressionsversuchen einzusetzten. Die ent-
haltenen Introns kénnen Einfluss auf die Expressionsraten nehmen, daher galt es die genomische
~v-Tubulin DNA-Sequenz von N. tabacum mit der von A. thaliana hinsichtlich méglicher Unter-

schiede zu vergleichen und dann deren Einsatz abzuwégen.

a b c d e f g h i

UBG1_At
1000 bp
r w2 =

- b’ o o & I g [V

Abbildung 3.32: Darstellung der «-Tubulin Exon-Intron Struktur
Exons (O, rot bzw. blau) sind mit lateinischen Buchstaben benannt und zum Teil durch identische, 12 bis
30 bp lange Sequenzbereiche — sogenannte Ankerpunkte (O, grau) — verbunden. Introns (A) sind nicht niher
gekennzeichnet. Die Position der Nukleotidtriplets die fiir Aminosduren der GTP -Bindestelle kodieren sind
durch arabische Ziffern gekennzeichnet. Die genomischen Tabak-Sequenz TUBG1 Nt stammt aus Ostertag [§]
und Wolf [213]. Die TUBG1 _ At Sequenz wurde von NCBI/TAIR bezogen (Ref.: NM _116030).

Es zeigte sich, dass die Exon-Intron-Struktur der y-Tubulin DNA-Sequenz aus N. tabacum
gegeniiber der von A. thaliana weitgehende Unterschiede aufwies. So waren die TUBGI1-Introns
in N. tabacum allgemeinen nicht nur auffallend grofer, so verfiigte die TUBGI1-Sequenz von
N. tabacum im Vergleich zu A. thaliana im Bereich der Exons f — h iiber zwei Introns weniger
und im Bereich des Exons b’ — ¢’ iiber ein zusétzliches Intron (Abbildung 3.32). Die TUBG1-
Exon-Intron-Struktur von A. thaliana entsprach einem iiblichen Aufbau bzgl. Anzahl und Grofe

der Introns [214, 215]. Die TUBG1-Struktur von N. tabacum wich jedoch erheblich von diesem ab.
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Aufgrund dieser Unterschiede und der gegenwirtig noch unklaren Effekte der Exon-Intron-
Strukturen [216] wurde auf die Verwendung der genomischen «-Tubulin Volldngensequenz ver-

zichtet und die CDS fiir weitere Experimente verwendet.

3.2.3.2 Ermittlung einer optimalen Kozak-Sequenz

Im Gegensatz zu den prokaryotischen sowie den Hefe-Expressionssystemen, musste bei der Pla-
nung der pflanzlichen Expressionskonstrukte einige Anforderungen an die Sequenz beriicksichtigt
werden. So sollte die um den Translationsstart gelegene Kozak-Sequenz berticksichtigt werden.
Vergleiche zwischen A. thaliana, O. sativa und H. sapiens sowie M. musculus zeigten, dass die
Kozak-Sequenz in beiden Reichen diffenziert auftritt [217]. Aufgrund vorhandener Divergenzen
der verfiigharen Datensitze und zu geringem Datenumfang [218-221], sollte der Datensatz fiir
dikotyle Pflanzen von Joshi et al. [222] erweitert, auf Nukleotid-Héufigkeiten in Abhénigkeit zur
Position analysiert und als Sequence-Logo dargestellt werden (Abbildung 3.33). Im Bereich von
-3 bis -1 zeigte sich ein verstarkt auftreten von Adenosin, an Position +4 ist Guanosin dominant.
Informationen zum TRBO System [223, 224]
waren inkongruent bzgl. des nicht transla-
tierten b5’-Bereichs. Es wurde sowohl eine
AAAAUG- als auch eine AACAUG-Sequenz

verwendet. Fiir diese Sequenzvariationen konn-

ten bisher keine Unterschiede in der Expres- VAN
sionsrate dokumentiert werden (John Lind- =L 2 4 2 5 .

bo, schriftliche Mitteilung). Auf dieser Da- Abbildung 3.33: Sequence-Logo der Kozak-Sequenz

tengrundlage wurde AAAAUGG als optima- fiir dikotyle Pflanzen

) Ausgehend vom Startcodon erfolgte die Nummerie-
le Kozak-Sequenz festgelegt. Diese Kozak- rung der Nukleotide analog der gingigen Konvention.
. . Die Abszisse ist 1 ithmisch in bit skaliert.
Sequenz wird auch getragen durch Studien zur 16 ADSZISSE 15L TOBATILATMISCR 1 DIL sKalier

Proteinaktivitét [225].

3.2.3.3 Klonierung eines konstitutiven y-Tubulin-Expressionskontrukts

Fiir erste Machbarkeitsstudien zur Expression von ~-Tubulin in pflanzlichen Systemen wur-
de ein pPZPnpt ~-Tubulin und fiir Kontrollexperimente ein pPZPnpt GFP Konstrukt er-
stellt. Beide CDS standen unter der Kontrolle eines konstitutiven d35S-Promotors. Ausgehend
von einer N. tabacum cDNA wurde eine modifizierte y-Tubulin-CDS mit den Oligonukleotiden

gTub_fwd Ncol ecoli und gTub_rev_Pacl/Spel amplifiziert. Der vorwértsgerichtete Primer
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erweiterte die «-Tubulin-CDS, analog zu den E. coli-Konstrukten, am 5’-Ende um eine Ncol-
Schnittstelle und der reverse Primer modifizierte die y-Tubulin-Sequenz am 3’-Ende um eine
Hisg-CDS samt Stop-Codon sowie Spel-Schnittstelle. Das Amplifikat wurde zur Steigerung der
Klonierungseffizienz in den pJET1.2/blunt-Vektor subkloniert. Bevor die y-Tubulin-CDS in den
pPZPnpt-Vektor eingebracht werden konnte musste die CDS noch um eine
d35S-Promotor-Sequenz erweitert werden, da der Expressionsvektor iiber keine die MCS flankie-
renden Promotor/Terminator verfiigte. Hierzu wurde die modifizierte y-Tubulin-CDS aus dem
pJET1.2/blunt gTub Konstrukt mittels Ncol und Spel ausgeschnitten und die CDS in den
pCATgfp-Vektor eingebracht. Zuvor wurde die Vektor endogene GFP-CDS durch Restriktion ent-
fernt. Die Genkassette d35S::y-Tubulin Hisg::35S-pA  wurde mittels Sbfl aus dem
pCAT gTub-Vektor ausgeschnitten und in die MCS des pPZPnpt-Vektors eingebracht. Fiir
spatere Kontrollexperimente wurde die Genkassette des pCATgfp-Vektors (d35S::GFP::35S-pA)
ebenfalls mit Sbfl ausgeschnitten und in einen pPZPnpt-Vektor eingebracht. Die Uberpriifung der
Integration erfolgte mittels einer PCR. Die Ergebnisse der gelelektrophoretischen Auftrennung

der PCR-Produkte sind in Abbildung 3.34 gezeigt.

A B

pPZPnpt_gTub  pPZPnpt_GFP
kbp

10-

PCR-Produkt

pPZPnpt Oligonukleotide Sollgréfe [bp]

gTub_fwd_Ncol_ecoli

gTub_rev_ Pacl/Spel 1471

_gTub

pPZPnpt_fwd MCS

pPZPnpt_rev_MCS 2070

PPZPNpt_gTub
11122bp

GFP_fwd_Xhol

GFP_rev_ Spel 44

GFP

pPZPnpt_fwd_MCS

pPZPnpt_rev_MCS 2970

Abbildung 3.34: Klonierung konstitutiver Expressionskonstrukte
A Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte mit dem pPZPnpt gTub und
pPZPnpt _GFP-Vektor Vektor als Template.
B Schematische Darstellung des pPZPnpt gTub Vektors mit eingefiigter y-Tubulin-CDS unter Kontrolle eines
konstitutiven d35S Promotors und 35S Terminators. Weiter sind der Selektionsfaktor Kan® sowie Spc®, der
Replikationsursprung ColE1 und pVS1 sowie die Position der relevanten Restriktionsendonukleaseschnittstellen
gezeigt.

Die in Abbildung 3.34.A dokumentierbaren Signale liefsen auf eine erfolgreiche Integration je
einer y-Tubulin- bzw. GFP-CDS bzw. Genkassette in die pPZPnpt-MCS schliefen. Sequenzie-

rungsreaktionen zeigten, dass keine Mutationen in den jeweiligen CDS enthalten waren.
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3.2.3.4 Klonierung 173-Estradiol induzierbarer Expressionskontrukte

Fiir spétere Vergleichsstudien wurde die y-Tubulin Volllingen-CDS sowie eine v-Tubulin Teil-
sequenz in die MCS des induzierbaren pMDCT7-Expressionsvektors kloniert. Die Lange der Teil-
langensequenz wurde auf Grundlage der bioinformatischen Ergebnisse mit 277 Aminosduren be-
stimmt (Abbildung 3.23) und durch Deletion des v-A/B-Peptid-Bereichs erstellt.

Ausgehend von einer N. tabacum cDNA sowie dem GST TEV gTub-Konstrukt wurden mo-
difizierte y-Tubulin-CDS amplifiziert und direkt in MCS je eines pMDC7-Vektors kloniert. Fiir
potentielle Kontrollexperimente wurde zusétzlich eine GFP-CDS in eine pMDC7-MCS integriert.

A
PMDCT b PMDCT gIubAAB  pMDCT GSTglub  pMDCT GSIGIWbAAB  pMDCT GST PMDCT GEP
kbp PCR-Produkt
1 pMDCT7 Oligonukleotide Sollgréfe [bp]
6-
5.
1 gTub fwd Sall
. e 1484
. gTub rev Pacl/Spel
2 g — _gTub - -
- L pMDC7_fwd MCS 1830
o - b pMDC7_rev_MCS
1 —— gTub_fwd_Sall
- - - 503
— ¢TubAAB gTub_rev_AAB
o pMDC7_fwd MCS 1248
pMDC7_rev_MCS
gTub_fwd_GST
Xnolisall - gTub rev Pacl/Spel 2195
B oSl Pel _ GSTgTub e
= pMDC7 fwd MCS .
pMDC7_gTub lex-46 TATAA y-Tubulin T3A pMDC7: rev :MCS 2563
Xhovsall spel
TG gTub_fwd_GST 1604
PMDC7_gTubAAB lex-46  TATAA y-Tub [Fi—&D _ GSTgTubAAB gTub_rev_AAB
Xhovsall ot pMDC7_fwd MCS 1972
ATG pMDC7_rev_MCS
PIDCT_GSTegTub lex-46 7ma y-Tubulin |1 RT3 gTub_fwd_GST -
Xnovsall pacl GsT gTub_rev_GST
ATG, —
PMDC7_GSTgTubAAB lex-46  TAAA y-Tub &) I;)ll\\/ll DD%';:?;"C}:I\I\//I[SSS 1141
Xnousail paci
ATG GFP_fwd_Xhol .
pMDCT_GST lex-46 TATAA GST TEV] [Hisd &N GFP GFP _rev_Spel
Xnol spel pMDC7_fwd_MCS 1107
ATG, pMDC7_rev_MCS
PMDCT_GFP lex-46 TATAA GFP T3A

Abbildung 3.35: Klonierung verschiedener 173-Estradiol induzierbarer Expressionskonstrukte

A Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte Gen- und MCS-spezifischer Oligonu-
kleotide. Die zu erwartenden Sollgréfien der PCR-Produkte sind nebenstehender Tabelle zu entnehmen.

B Schematische Darstellung des MCS-Bereichs der pMDCT7-Expressionskonstrukte mit den integrierten CDS
unter Kontrolle eines lex-46 Promotors und T3A Terminators. Weiter sind die Position der relevanten Restrik-
tionsendonukleaseschnittstellen, sowie der Translationsstartpunkt () gezeigt. Zur besseren Ubersichtlichkeit
wurden die CDS-Elemente in der MCS ausgerichtet und Aussparungen (V) zwischen diesen gekennzeichnet.

Die dokumentierbaren Signale liefen auf eine erfolgreiche Integration je einer CDS in die
pMDCT7-MCS schlieffen (Abbildung 3.35). Sequenzierungsreaktionen der PCR-Produkte ergaben,

dass nur zielgerichtete Nukleotidmodifikationen in den jeweiligen CDS vorlagen.
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3.2.3.5 In planta Transfektion und Expression

Bei der Transfektion von A. thaliana nach Clough und Bent mit konstitutiven und induzierbaren
~v-Tubulin-Expressionskonstrukten konnte kein transgener Keimling identifiziert werden. Es wur-
den sowohl verschiedene A. tumefaciens-Stdmme, als auch die A. thaliana-Ecotypes
columbia und enkheim zur Transfektion verwendet. Die Experimente wurden dreimal mit ei-
nem Probenumfang von weit mehr als 2000 Pflanzen wiederholt.

Zur Kontrolle wurden 40 A. thaliana columbia Pflanzen mit einem pMDC7  GFP-Konstrukt
tragenden GV3101(pMP90)-Stamm transfiziert. Hieraus konnten 4 transgene Keimlinge identi-
fiziert und bis in die F2-Generation vermehrt werden. Die GFP-Expression eines solchen Klons

ist in Abbildung 3.37 gezeigt.

A A. thaliena columbia B A. thaliana columbia C A. thaliana columbia
Klon: G318 Klon: G318 Klon: G318
kbp +- +- - kDa
GEP MCS  GFP - +-— ++ ++
200-
5
T
3 119-
2,5
)
15
66-
I
= 43-

0,5-

-

20-

Abbildung 3.36: In planta GFP-Expression in A. thaliana

Untersucht wurden sowohl native, nicht genetisch modifizierte (——), als auch mit dem pMDC7 GFP-Konstrukt
durch GV3101(pMP90) transfizierte (+—) sowie fiir 96 Stunden mit 173-Estradiol inudzierte (++) A. thaliana
columbia Pflanzen.

A Ergebnis der gelelektrophoretischen Trennung der PCR-Produkte mit der DNA transfizierter und auf
HygR-Selektionsmedium angewachsener A. thaliana columbia als Template. Es wurden die Oligonukleotide
GFP_fwd Xhol und GFP _rev_Spel (Sollgrofe: 744 bp) sowie pMDC7 fwd MCS und pMDC7_rev_MCS
(Sollgrofe: 1107 bp) verwendet.

B Zum immunochemischen Nachweis wurde der Antikérper Anti-GFP verwendet. Es wurden 10,0 pg Gesamt-
protein aufgetragen und aufgetrennt. Das zu erwartende Molekulargewicht des rekombinanten GFP lag bei

26,77 kDa.
C Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Blattunterseite transgener A. thaliana columbia.

Aufgrund der dokumentierbaren Signale der PCR-Produkte war die Annahme einer erfolgrei-
chen Transfektion gerechtfertigt (Abbildung 3.37.A). Das Signal des immunochemischen
GFP-Nachweises und die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen eine erfolgreiche GFP-
Expression (Abbildung 3.37.B und C). Die Floral-Dip Methode wurde korrekt angewandt und
fithrte zu stabilen Klonen mit einer — mittels immunochemischer Methoden — nicht nachweisba-

ren GFP-Basalexpression.

Die Transfektion von BY-2 nach Fichler [226] mit induzierbaren ~-Tubulin-Expressionskonst-

rukten war ebenfalls nicht erfolgreich.
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3.2.3.6 Agroinfiltration und transiente Expression

Zur Proteinexpression wurde eine randomisierte Auswahl junger wie &lterer Blétter zur Agroin-

filtration sowie konstitutive, als auch induzierbare Expressionskonstrukte verwendet.

Induzierbare Expression in N. benthamiana Erst 4 bis 5 Tage nach der Agroinfiltration
zeigten die Blétter erste lokale nekrotische Verdnderungen unabhéngig vom verwendeten Kon-
strukt (Abbildung 3.37.A) oder der 173-Estradiol-Konzentration. Eine y-Tubulin-Expression war
ab dem ersten Tag nach Zugabe des Induktors dokumentierbar um am vierten Tag nach Induktion

im untersuchten Zeitraster maximal (Abbildung 3.37.B).
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Abbildung 3.37: Transiente y-Tubulin-Expression in N. benthamiana-Blattern

Untersucht wurden sowohl nicht infiltrierte (——), mit einem pMDC7-Vektor tranfizierte (x —) als auch mit
einem pMDC7_gTub-Konstrukt transfizierte (+—) und fiir 96 Stunden mit 5,0 pM 178-Estradiol induzierte
(++) N. benthamiana Blatter 6 Wochen alter Pflanzen. Zur Transfektion wurde C58C1-rif(pTiC58) verwendet.
A Morphologie angroinfiltierter N. benthamiana Blétter. Die Transfektion erfolgte mit einem pMDC7 _gTub-
Konstrukt und einem einfachen pMDC7-Vektor. Nekrotische Lésionen sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.

B Graphische Darstellung der y-Tubulin-Konzentration in Abhéngigkeit der Induktionszeit mit Mittelwerten
und Standardabweichung. Die Bestimmung der y-Tubulin-Konzentrationen erfolgte via ELISA.

C Zum immunochemischen -Tubulin-Nachweis wurde der Antikérper AK 746 verwendet. Das zu erwartende
Molekulargewicht des rekombinanten v-Tubulin lag bei 54,26 kDa und das des nativen aus BY-2 bei 53,24 kDa.
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Zur Gewahrleistung einer konstanten 173-Estradiol-Konzentration erfolgte im 2 Tage Intervall
ein vollstandiger Wechsel des mit 5,0 nM 175-Estradiol angereicherten Hoagland-Mediums. Der
spezifische y-Tubulin-Nachweis ist in Abbildung 3.37.C gezeigt und hieraus ist auch ersichtlich,
dass das dem rekombinanten y-Tubulin zugeordneten Signal ein geringfiigig hcheres Moleku-
largewicht gegeniiber dem nativen «-Tubulin-Signal aus BY-2 aufweist. Diese Verschiebung ist
durch die Erweiterung der v-Tubulin-CDS um eine Hisg-CDS zu erklédren und ldsst die Annahme
einer vollstdndigen y-Tubulin-Expression gerechtfertigt erscheinen. Auch waren mittels immuno-
chemischer Nachweise keine Basalexpression im untersuchten Zeitraum dokumentierbar. Bei den

N-Terminal um einen GST-Tag modifizierten pMDC7 _gTub-Konstrukten war keine Expression

dokumentierbar.
Konstitutive ~-Tubulin-Expression
087 in N. benthamiana Die Agroinfiltra-
-g e tion erfolgte unter vergleichbaren Be-
E dingungen zu dem induzierbaren XVE-
i o System und fiihrte ebenfalls zu nekroti-
g schen Lésionen 4 bis 5 Tage nach In-
% - filtration. Bei dieser Systemkombination
f_ waren Signale dokumentierbar, die auf
0.0+ . eine y-Tubulin-Expression schliefen lie-

01 2 4 8 16

, fen. Ein Expressionsmaximum zeichne-
Tage nach Infiltration

te sich zwei Tage nach Induktion im
Abbildung 3.38: Konstitutive ~-Tubulin-Expression in
N. benthamiana-Blittern untersuchten Zeitraster ab (Abbildung

Graphische Darstellung der ~-Tubulin-Konzentration in .
Abhéngigkeit der Zeit mit Mittelwerten und Standardab- 3'38)' Im Vergleich zum XVE-System

weichung. Die Bestimmung der y-Tubulin-Konzentrationen ar die v-Tubulin-Expressionsrate beim
erfolgte via ELISA. Untersucht wurden mit einem

pPZPnpt gTub-Konstrukt tranfizierte N. benthamiana d35S-System um einen Faktor 3,7440,17
Blatter 6 Wochen alter Pflanzen. Zur Transfektion wurde . i
O58C1-rif(pTiC58) verwendet. niedriger.

Konstitutive und induzierbare Expression in Arabidopsis thaliana Die Blitter zeig-
ten bereits 2 Tage nach der Infiltration erste lokale nekrotische Verédnderungen, die sich bei
fortschreitender Zeit stérker auspragten. Fine «v-Tubulin-Expression war bei keinem der verwen-
deten Konstrukte dokumentierbar. Eine GFP-Expression war jedoch mit beiden Vektorsystemen

(pPZPnpt _ GFP und pMDC7 _GFP) erfolgreich.
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3.2.3.7 Bestimmung der maximalen ~«-Tubulin-Expressionsrate

Zur Strukturbestimmung als auch Interaktionspartneranalyse waren grofere Proteinmengen not-
wendig als die bisher erreichten Expressionsraten. Zur Steigerung der ~-Tubulin-Expressionsrate
sollte unter Anderem die Infiltrationstechnik, Inducerkonzentration, verschiedende A. tumefaciens-

Stdmme sowie der Einfluss eines Suppressorproteins naher untersucht werden.

Optimierung der Infiltrationstechnik Neben der bisher erprobten Agroinfiltrationstech-
nik sollte in Anlehnung an Gleba et al. [227] eine Vakuuminfiltrationstechnik erprobt werden.
Aus praktischen Griinden wurde zum Vergleich der Techniken das induzierbare pMDC7 _GFP-
Konstrukt verwendet. Exemplarische Ergebnisse sind in Abbildung 3.39 gezeigt.
Mit der Vakuuminfiltrationstechnik konn-
ten nur vereinzelte fluoreszierende Stel-
len gefunden werden. Im Mittel fan-
den sich 2949 solcher Spots pro Blatt
unabhéngig vom Blattalter. Auch wenn
das Blatt vor der Vakuumbehandlung in
5 mm breite Streifen geschnitten wurde,
trug dies nur zu einer unwesentlichen Er-
hoéhung der Transfektionseffizienz und so-
mit der Expressionsrate bei. Dennoch wa-
ren die Expressionsraten weit unter denen
der Agroinfiltration. Versuche mit einem
konstitutiven GFP-Expressionskonstrukt

(pPZPnpt GFP) lieferten niedrigere,

Abbildung 3.39: Vergleichende Betrachtung der Infiltra-

aber im Verhéltnis vergleichbare Expres- tionstechnik
i . . . . GFP-Fluoreszenzmakro/mikroskopische Aufnahmen agro-
sionsraten fiir beide Techniken. Auch ei- (links) und vakuuminfiltrierter (rechts) N. benthamiana

Blatter 6 Wochen alter Pflanzen. Diese wurden mit ei-
nem pMDC7 _GFP-Konstrukt mit C58C1-rif(pTiC58) tran-

nlk (Wle Blattabnahme nach Inﬁltratlon fiziert. Die Induktion erfolgte mit 5,0 llM 17ﬂ—Estradiol fir
96 Stunden.

ne Variationen der Agroinfiltrationstech-

und Inkubation in Feuchtkammer) oder
Variation der Lichtverhéltnisse fiihrte zu keiner Steigerung der Expressionsrate. Abschlieflend
lasst sich sagen, dass die bisher verwendete Agroinfiltrationstechnik die hochsten Expressionsra-

ten lieferte.
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107 Optimierung der Inducerkonzentration Fiir das
o pMDCT7-System zur Agroinfiltration in N. benthamiana
zeigte sich in vorherigen Versuchen, dass nach 96 Stun-

den Inkubation ein lokales Expressionsmaximum vor-

y-Tubulin, g/g Blattmaterial

lag. Somit wurde jener Wert beibehalten und nur

die Inducerkonzentration variiert. Ausgehend von der

oo omn o 1 10 w o bisher verwendeten 178-Estradiol Konzentration wur-
17 B-Estradiol , uM
de diese jeweils um den Faktor 5 erhéht bzw. redu-
Abbildung 3.40: Einfluss der ]
175-Estradiol-Konzentration auf ziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.40 gezeigt.

die y-Tubulin-Expressionsrate . . . . . L .
Graphische Darstellung der 4-Tubulin- Die y-Tubulin-Expressionsrate zeigte eine Abhéngigkeit
Konzentration in Abhéngigkeit von der
175-Estradiol-Konzentration —mit  Me-
dian und Fehler. Die Bestimmung der funktion einen sigmoidalen Kurvenverlauf. Ab einer
~-Tubulin-Konzentrationen erfolgte via ) ] ) )

ELISA. Untersucht wurden mit einem 178-Estradiol-Konzentration von circa 5,0 pM zeichne-
pMDC7 _gTub-Konstrukt tranfizierte
N. benthamiana Blatter 6 Wochen al-

ter Pflanzen. Zur Transfektion wurde den Einsatz hoherer 173-Estradiol-Konzentrationen zur
C58C1-rif(pTiC58) verwendet.

zur 178-Estradiol-Konzentration und die Ausgleichs-

te sich ein Sattigungsbereich im Kurvenverlauf ab, was

~-Tubulin-Expression nicht rechtfertigte. Somit wurde

5,0 pM als einzusetzende 175-Estradiol-Konzentration fiir alle weiteren Versuche gewéhlt.

Einfluss des A. tumefaciens-Stammes und Vektorsystems auf die Expressionsrate
Auf Grundlage von Literaturhinweisen beziiglich der Abhéngigkeit der Expressionsrate vom
A. tumefaciens-Stamm und Vektorsystem [119, 122], sollten die Expressionsraten der vorliegen-
den Systeme untersucht werden. Zur Uberpriifung eines moglichen Einflusses des A. tumefaciens-
Stammes auf die transiente y-Tubulin-Expressionsrate wurden Kombinationen mit den d35S- und
XVE-Promotorsystemen gewéhlt und untersucht. Das FErgebnis dieser ELISA-Studien ist in Ab-
bildung 3.41 gegeben. Beide Vektorsysteme zeigten unabhéngig vom verwendeten A. tumefaciens-
Stamm ein vergleichbares y-Tubulin-Expressionsprofil, mit jedoch unterschiedlichen Expressi-
onsraten. So lag die y-Tubulin-Expressionsrate des pPZPnpt- und pMDC7-Vektorsystems im
C58C1-rif(pTiCh8)-Stamm um einen Faktor 2,7840,05 iiber denen im GV3101(pMP90)-Stamm.
Grofsere Unterschiede ergaben sich zwischen den Vektorsystemen. Das pMDCT7-System lieferte
um einen Faktor 3,8940,07 grofere y-Tubulin-Mengen als das pPZPnpt-System. Die Expressions-
profile unterschieden sich auch bzgl. ihrer Maxima. So lag das y-Tubulin-Expressionsmaximum
beim pPZPnpt-System im Bereich um Tag 2 und beim pMDC7-System im Bereich um Tag 4.
Die y-Tubulin-Expressionsrate von LBA4404 vermittelten Transfektionen war um einen Faktor
1,64+0,21 kleiner als der niedrigste in Abbildung 3.41 gezeigte Wert. Somit wurde der LBA4404-

Stamm fiir keine weiteren Transfektionsversuche verwendet.
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Abbildung 3.41: Abhéngigkeit der Expressionsrate vom A. tumefaciens-Stamm und Promotor
Graphische Darstellung der «-Tubulin-Konzentration in Abhéngigkeit des A. tumefaciens-Stammes und Pro-
motorsystems mit Mittelwert und Standardabweichung. Die Bestimmung der -Tubulin-Konzentrationen er-
folgte via ELISA.

PTGS-Suppression Zur Steigerung der ~-Tubulin-Expressionsrate sollte der Einsatz eines
PTGS-Suppressorproteins unternommen werden. Obwohl divergente Literaturhinweise beziiglich
der Effektivitat des PTGS-Suppressorproteins p19 vorlagen [64, 70], sollte eine Co-Expression
mit jenem unternommen werden. Hierzu wurde die p79-CDS in die MCS des pflanzlichen Ex-
pressionsvektors pBIN unter Kontrolle eines 35S-Promotors kloniert. Das pBIN p19 Konstrukt
wurde in verschiedene A. tumefaciens-Stamme eingebracht und via PCR und Sequenzierung ve-
rifiziert (Daten nicht gezeigt). Je eine pBIN p19 tragende A. tumefaciens-Kultur wurden in
Co-Kultur mit den -Tubulin-Konstrukt tragenden A. tumefaciens-Kulturen gegeben und zur
Agroinfiltration verwendet. Die Analyse der y-Tubulin-Expressionsraten erfolgte via ELISA, de-
ren Ergebnisse in Abbildung 3.42 gezeigt sind.

Der Einsatz der p19-Konstrukt tragenden A. tumefaciens-Stdmme in Co-Kultur verdnderte nicht
die y-Tubulin-Expressionsprofile (Abbildung 3.41), erhohte jedoch erheblich die Expressionsra-
ten. Die Steigerung der jeweiligen maximalen y-Tubulin-Expressionsrate lag im Intervall von 1,92
bis 3,70. Obwohl fiir das induzierbare pMDC7 gTub-Konstrukt in Co-Kultur mit pBIN p19
tragenden C58CI1-rif(pTiC58) eine Steigerungsrate von nur 2,56 erzielt wurde, lieferte diese
Kombination die héchste Gesamt-y-Tubulin-Ausbeute pro Gramm Blattmaterial. Auf Grund-
lage dieser Ergebnisse sollte zur weiteren y-Tubulin-Expression das pMDC7 gTub Konstrukt in
C58C1-1if(pTiC58) in Co-Kultur mit pBIN p19 zur Agroinfiltration und zur Induktion sollten
infiltrierte Pflanzen mit fiir 4 Tage inkubiert mit5,0 pM 173-Estradiol verwendet werden.
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Abbildung 3.42: v-Tubulin-Expressionsrate in Abbhingigkeit des PTGS-Suppressors p19
Graphische Darstellung der y-Tubulin-Konzentration in Abhéngigkeit des PTGS-Suppressors p19 mit Mit-
telwert und Standardabweichung. Die Bestimmung der -Tubulin-Konzentrationen erfolgte via ELISA. Die
ODsggo der pBIN pI19 tragenden A. tumefaciens betrug 0,3 und die der v-Tubulin-Konstrukt tragenden
A. tumefaciens 0,5 in Co-Kultur.
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3.2.3.8 Regulation der y-Tubulin-Expression

Hinweise auf proteinbiochemischer Ebene deuteten auf eine Regulation der y-Tubulin-Expression
hin. So lag die Expressionsrate der v-Tubulin-Deletionsmutante bei ELISA-Experimenten um

einen Faktor 3,240,5 iiber der der «-Tubulin-Volllingensequenz (Daten nicht gezeigt).

Zur Uberpriifung der Vermutung einer potentiellen y-Tubulin-Regulation auf RNA-Ebene,
wurden die relativen Transkriptmengen via qRT-PCR quantifiziert und verglichen. Hierzu wur-
den N. benthamiana-Blatter mit pMDC7 _gTub- bzw. pMDC7_gTubAAB-Konstrukt tragenden
C58C1-rif(pTiCh8) infiltriert und mit 5,0 pM 175-Estradiol fiir 96 Stunden induziert, die RNA
aufgearbeitet und zur qRT-PCR eingesetzt.

Zur Korrelation der Messwerte sollte auch der Effekt des PTGS-Suppressorproteins p19 quantifi-
ziert werden. Hierzu wurden mit pMDC7_ gTub/pBIN p19 Co-Kultur infiltierte
N. benthamiana-Blattproben mit pMDC7 gTub infiltierter N. benthamiana Blattproben ver-

glichen.
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61 64
i 5
5 i/f g 57
o
= 4 = 4 !
g -
31 } 37
________________________ Frmmmm e D
3
2 T T T T 2 T T T T
1 2 4 8 1 2 4 8
Tage nach Induktion Tage nach Induktion

Abbildung 3.43: Relative RN A-Transkriptkonzentrationen modifizierter v-Tubulin-CDS

Graphische Darstellung der relativen «-Tubulin-RNA-Transkriptkonzentrationen mit Mittelwert, Standardab-
weichung und Ausgleichsfunktion. Die Konzentrationsbestimmungen erfolgten via qRT-PCR. Die Infiltration
wurde mit C58C1-rif(pTiC58) und die Induktion mit 5,0 pM 173-Estradiol fiir 4 Tage durchgefiihrt.

A Relative RNA-Transkriptkonzentrationen der modifizierten -Tubulin-Vollangensequenz pMDC7 gTub
transfizierter N. benthamiana Bléatter (o) mit Ausgleichsfunktion (---) sowie der -y-A/B-Peptid-
Deletionsmutante pMDC7 _gTubAAB transfizierter N. benthamiana Bléatter () mit Ausgleichsfunktion (—).
B Relative RNA-Transkriptkonzentrationen der modifizierten ~-Tubulin-Vollingensequenz pMDC7 gTub
transfizierter N. benthamiana Blatter (o) mit Ausgleichsfunktion (---) sowie der modifizierten ~-Tubulin-
Vollangensequenz pMDC7 _gTub in Co-Kultur mit pBIN _p19 transfizierter N. benthamiana Blitter () mit
Ausgleichsfunktion (—).

Die Ausgleichsfunktionen der «-Tubulin-Volldngen- mit der y-Tubulin-Teillaingen-Transkript-
konzentration ndherten sich fiir die untersuchten Zeitrdume den Grenzwerten 2,7 bzw. 5,0 an.
Somit lag die Transkriptkonzentration der «-Tubulin-Deletionsmutante um einen Faktor von ca.

200 tber der der y-Tubulin-Volllingensequenz (Abbildung 3.43.A).
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Ein dhnlicher Kurvenverlauf ergab sich fiir die Studien zum Einfluss des PTGS-Suppressors.
Die y-Tubulin-RNA-Transkriptkonzentration ndherte sich fiir die Co-Kultur einem Grenzwert
von circa 5,1 und die der Kontrolle einem Grenzwert von 2,8 an. Somit ergab sich auch hier

néherungsweise ein Unterschied um den Faktor 200 (Abbildung 3.43.B).

Der Einfluss des PTGS-Suppressors p19 auf den nativen — endogenen, nicht modifizierten —
~v-Tubulin-RNA-Transkriptanteil ergab den in Abbildung 3.44 gezeigten Zusammenhang. Hierzu
wurde der native v-Tubulin-RNA-Transkriptanteil infiltrierter N. benthamiana Blatter im post-

induktiven Verlauf untersucht. Die Infiltration erfolgte mit pMDC7 _gTub bzw. pMDC7 _gTub/
pBIN p19 tragenden A. tumefaciens.
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Abbildung 3.44: Relative RN A-Transkriptkonzentrationen nativer «-Tubulin-CDS
Graphische Darstellung normierter, relativer RNA-Transkriptkonzentrationen nativer «-Tubulin-CDS im post-
induktiven Verlauf. gRT-PCR-Messwerte wurden auf einen Standard normiert und die Differenz im zeitlichen
Verlauf aufgetragen. Die Infiltration wurde mit C58C1-rif(pTiC58) und die Induktion mit 5,0 M 178-Estradiol

durchgefiihrt.
Relative RNA-Transkriptkonzentrationen der nativen y-Tubulin-Volldngensequenz pMDC7 _gTub transfizier-

ter und induzierter N. benthamiana Blitter (O) mit Punkt-zu-Punkt Verbindungen (- - -) sowie der nativen
~-Tubulin-Vollaingensequenz pMDC7 _gTub/pBIN _p19 transfizierter und induzierter N. benthamiana Bléatter

(o) mit Punkt-zu-Punkt Verbindungen (—).

Es zeigte sich, dass die native «-Tubulin-CDS nach Induktion der Transkription der modi-
fizierten «-Tubulin-CDS eine rapid negative Regulation erfuhr, die sich im Zeitverlauf jedoch
abschwichte. In Gegenwart des PTGS-Suppressorproteins p19 stieg der native vy-Tubulin-CDS-

Anteil nach der Induktion zunéchst an, bevor er sich dem Ausgangsniveau annéherte.
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3.3 Biochemische Charakterisierung

3.3.1 Native Isolation und Pull-Down

Zur biochemischen Charakterisierung war die native Proteinisolation eine zentrale Vorausset-
zung. Dies bedingte jedoch gegeniiber einer denaturierenden Proteinisolation deutlich geringe-
re Ausbeuten. Die hierbei erzielten Ausbeuten an «-Tubulin lagen im Bereich von 9,0+1,3 ng
~-Tubulin pro 1,0 g Blattmaterial. Durch eine IMAC reduzierte sich die y-Tubulin-Ausbeute auf
6,7+1,5 ng pro 1,0 g Blattmaterial. Die fiir eine Strukturbestimmung notwendigen Mengen lagen
um einen Faktor 5.000 bis 10.000 iiber den erzielten Ausbeuten [228]. Eine Skalierung héitte den
Einsatz von 1.000 bis 2.000 N. benthamiana-Pflanzen erforderlich gemacht, was nicht nur die
Kapazitidten der Anzuchtrdume um einen Faktor 10 iiberfordert hatte. Auch war eine Agroinfil-
tration einer solch hohen Anzahl an Pflanzen praktisch nicht umsetzbar. Somit wurde das Ziel
einer Strukturbestimmung verworfen und die vorhandenen Proteinmengen zur Interaktionspart-
neranalyse eingesetzt. Zur Interaktionspartneranalyse wurde das native Proteinisolat in einem

IMAC-Pull-Down verwendet, dessen Ergebnis in Abbildung 3.45 gezeigt ist.
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Abbildung 3.45: y-Tubulin IMAC-Pull-Down
Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung und des immunochemischen ~-Tubulin-Nachweises der einzelnen
IMAC-Pull-Down Fraktionen. Die Imidazolkonzentrationen sind in mM {iber den Spuren gegeben.
A Zur SDS-PAGE wurden 10,0 ng aufgetragen und das SDS-PAGE-Gel mit kolloidalem Coomassie gefarbt.
B Der immunochemische Nachweis wurde mit dem Antikérper Anti-y-Tubulin AK 746 (Covalab) durchgefiihrt.
Das zu erwartende Molekulargewicht des modifizierten y-Tubulins lag bei 54,29 kDa.
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Ab einer Imidazolkonzentration von 100 mM zeigten sich bei dem SDS-PAGE-Gel im Gro-
fsenbereich von 29 bis 200 kDa mehrere Signale (Abbildung 3.45.A). Im immunochemischen
~v-Tubulin-Nachweis zeigte sich ebenfalls ab 100 mM Imidazol ein Signal im Grofenbereich von
circa 55+5 kDa, das iiber dem der BY-2-Probe lag (Abbildung 3.45.B).

Zur Identifikation potentiell assoziierter Proteine sollten die Proben einer Massenspektrometr-

ischen-Analyse zugefiihrt werden.

3.3.2 Massenspektrometrische Analyse assozierter Proteine

Zur massenspektrometrischen Analyse potentieller y-Tubulin-Interaktionspartner wurden eine
Pull-Down Probe des modifzierten y-Tubulin-Vollangenpeptids, -Deletionsmutante sowie unbe-
handelte N. benthamiana-Blatter als Kontrolle untersucht. Die Messungen wurden je mit 3 Pro-

ben mit 2 technischen Replikaten durchgefiihrt.

3.3.2.1 MALDI-TOF

Die MALDI-TOF-Analyse tryptisch-verdauter Pull-Down-Proben ergab keinerlei verwertbare
Ergebnisse. Die ist hauptséchlich durch die verhéltnisméfig hohe Sensitivitéatsgrenze der verwen-
deten Geréte zu erkldaren. Die wenigen Signale waren aufgrund des geringen Datenbankumfangs
fiir pflanzliche Proteine nicht auswertbar. Auch zeigten die Signale atypische Verschiebungen,

die eine Auswertung unmoglich machten (Daten nicht gezeigt).

3.3.2.2 ESI-Massenspektrometrie

Aufgrund der deutlich iiberlegenen Sensitivitit gegeniiber der MALDI-TOF Messung wurden
1402 Peptidfragmentspektren gemessen und hieraus ingesamt 323 Proteine identifiziert. Die Peak-
Spectra-Identifikation erfolgte auf der Grundlage von internen A. thaliana-Datenbanken. Zur Ge-
wahrleistung der bestmdoglichen Auswertung der dokumentierten Spektren wurde die A. thaliana
MS-Spektraldatenbank um 12401 Nicotiana spec. Proteinsequenzen erweitert. Bei einem Sample-
Spectra- Count-Schwellenwert von 2 ergab die Analyse der y-Tubulin-Volllange Pull-Down-Proben
65 nachgewiesene Proteine. In den Pull-Down-Proben der Deletionsmutante konnten 117 Prote-
ine und in den Kontroll-Proben 56 Proteine identifiziert werden. Je hoher der Sample-Spectra-
Count-Schwellenwert gewéhlt wurde, desto weniger Proteine konnten identifiziert werden. Ab
einem Schwellenwert von 2 konnten Proteine valide identifiziert werden. Die Verteilung der iden-
tifizierten Proteine zwischen den Proben ist in Abbildung 3.46 gezeigt. Die Identifikation spezi-
fischer Interaktionspartner erfolgte durch die Betrachtung der Schnittmengen. So wurde neben

GCP-2, B-Tubulin und Aktin-7 auch diverse andere Cytoskelett relevante Proteine gefunden.
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Ferner wurden Proteasen, Chaperone und Metabo-
lismus relevante Proteine gefunden. Eine vollstandi-

ge Auflistung aller identifizierten Proteine ist in Ta-

. L . TubAAB
belle A.48 gegeben. Proteine die sich in der Schnitt- 7 71117
menge aller Proben befanden wurden als ubiqui-
tar angesehen und somit nicht weiter bei der Suche
nach ~-Tubulin-Interaktionspartnern beriicksichtigt.
Zur Analyse wurden die identifizierten Proteine nach
den Gene Ontology Annotations gruppiert und deren
prozentualer Anteil betrachtet. Eine funktionell grup-
pierte Darstellung der gefundenen assoziierten Prote-
ine der «-Tubulin-Volllangensequenz und ~-Tubulin-
Deletionsmutante ist in Abbildung 3.46 gegeben.
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Abbildung 3.46: Funktionelle Kategorisierung identifizierter y-Tubulin-Interaktionspartner
Verteilung der identifizierten Proteine als Venn-Diagramm (oben) und Gruppierung der gefundenen v-Tubulin-
Voll- / Teillangen-Interaktionspartner und deren jeweiliger prozentualer Anteil bzgl. der Funktion nach Berardini
et al. [229] (unten). Die Darstellung der Schnittmengen erfolgte auf Grundlage eines Sample-Spectra-Count-

Schwellenwerts von 2.
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Tabelle 3.45: Quotienten der funktionellen Cha-
rakterisierung der g7ub und gT'ubA AB-Probe

Funktion

FCgrub

FCyrubAAB

kinase activity™**

DNA or RNA binding™*

Golgi apparatus™

unknown molecular functions™*
receptor binding or activity™**
DNA or RNA metabolism™**
unknown cellular components™
ER™*

other binding™**

cell organization and biogenesis™**

electron transport or energy pathways™***

developmental processes™™**

transport™**

signal transduction™**
protein binding™*
structural molecule activity
mitochondria™

other cellular processes™

ok

*

other membranes™
nucleotide binding™*

other metabolic processes™**

2,73
2,26
2,17
1,82
1,81
1,81
1,81
1,81
1,55
1,41
1,30
1,25
1,21
1,21
1,19
1,15
1,14
1,10
1,04
1,02
1,02

* Cellular Component
** Molecular Function
*** Biological Process

Von besonderem Interesse waren funktionel-
le Proteingruppen, deren Anteil bei der Voll-
hoher Ausfiel als

langensequenz-Probe in der

Deletionsmutanten-Probe. Unterschiede zwischen
der v-Tubulin-Volllangensequenz-Interaktionspartner
und der ~-Tubulin-Deletionsmutante bzgl. der
funktionellen Charakterisierung sind als Quotient
FCyrub/ FCyrupnap fiir Werte grofer 1,0 in Tabelle
3.45 gegeben.

Im Vergleich der 4-Tubulin-Volllingensequenz Pull-
Down-Probe mit der -Deletionmutanten Probe zeig-
te sich, dass Proteine mit Nukleinsédure bezogenen
sowie Zell-/ Transportvorgang organisierenden Funk-

tionen besonders stark vertreten waren.

Eine Variation der Salzkonzentration im nativen

Ausschlusspuffer zum Pulldown, sowie der Einsatz nicht ionischer, nicht denaturierender De-

tergenzien (wie Nonidet P-40) fiihrten zu keinen abweichenden Ergebnissen bei der massenspek-

troskopischen Analyse.
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4.1 In silico Berechnungen zur Identifikation potentieller

Interaktionsstellen

4.1.1 Bewertung des verwendeten Strukturmodells

Zur Formung und Uberpriifung einer Arbeitshypothese wurden ausgehend von der pflanzli-
chen y-Tubulin-Primérstruktur mehrere Tertidrstruktur-Modelle erstellt. Ab einer Aminoséure-
Sequenzidentitét von 60 Prozent zwischen einer bekannten Strukturvorlage und der unbekannten
zu modellierdenden Sequenz ist eine Modellierung moglich, die Aussagen bzgl. potentieller In-
teraktionen zulésst [35, 180]. Bei der Modellierung gilt es eine Strukturvorlage mit maximaler
Aminosiure-Sequenzidentitdt auszuwéahlen. Eine qualitative Bewertung der erstellten pflanzli-
chen y-Tubulin-Modelle wurde nach dem MolProbity Schema vorgenommen, da bei dieser Me-
thode sowohl sterische Uberlappungen als auch die Winkelgeometrie des Proteinriickgrads be-
riicksichtigt wurden. Obwohl die iiberlagerten Tertisrstruktur-Modelle eine hohe Ahnlichkeit
aufwiesen (Abbildung 3.16 und 3.20), zeigten Winkelanalysen, dass die Threading-Modellierung
qualitativ schlechtere Modelle lieferte als die Homologie-Modellierung (Abbildung 3.18, 3.19 und

3.20). Die Griinde hierfiir sollen in den nachfolgenden Abschnitten diskutiert werden.

Die Threading-Modellierungssoftware ging bei den Berechnungen von einer nicht optimalen
humanen Strukturvorlage aus. Obwohl der Erwartungswert des Fold-Recognition Scores fiir die
Threading-Modellierung der humanen clz5wA-Struktur mit 0,0-10° auf eine perfekte Uberein-
stimmung mit der pflanzlichen ~-Tubulin-Aminoséuresequenz hinwies, ist dies durchaus kritisch
zu bewerten, da reelle Aminoséure-Unterschiede bestehen. Die humane «-Tubulin c1z5w-Struktur
verfiigte iiber diverse strukturelle Unstimmigkeiten und Unschérfen bzgl. des Proteinriickgrats,
die durch ein Refinement von Rice et al. [186] beseitigt wurden. Die von Rice et al. aufgeklér-
te humane ~-Tubulin-Struktur (3CB2) wurde, aus unbekannten Griinden, von der Threading-

Modellierungssoftware nicht berticksichtigt.

Bei der Homologie-Modellierung zeigte sich bei den Alignment-Scores, dass die humane 3CB2-
~-Tubulin-Struktur im Vergleich zur humanen 1Z5W-+-Tubulin-Struktur einen 0,06% besseren
Scorewert erreichte. Beide menschliche Strukturen lagen mit Abstand vor den nachfolgenden
bekannten 4-Tubulin-Strukturen (Tabelle 3.36). Eine gewichtete Kombination beider Strukturen
lieferte deshalb vermutlich einen optimalen Vorschlag fiir die pflanzliche y-Tubulin-Struktur mit

den niedrigsten MolProbity Scores.
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Obwohl das pflanzliche Nt 3CB2-Strukturmodell zwei Aminosédure-Konformationen enthilt,
die knapp auferhalb der Sollwerte liegen (Tabelle 3.38 und Abbildung 3.18), ist deren Einfluss
als geringfiigig einzustufen (Tabelle 3.40).

4.1.2 Schlussfolgerungen aus dem elektrostatischen Oberflichenpotential

Protein-Proteininteraktionen sind haufig durch elektrostatische Kréfte stabilisiert. Um zu einer
Vorstellung iiber die Verteilung der Krifte zu gelangen, wurde eine Berechnung des elektrosta-
tischen Oberflachenpotentials fiir das pflanzliche y-Tubulin-Modell durchgefiihrt. Die Berechung
der elektrostatischen Ladungsdichteverteilung ausgehend vom Nt 3CB2-Strukturmodell fiihrte
bei beiden Applikationen (ICM Pro und VMD) zu vergleichbaren Ergebnissen (Abbildung 3.21
und A.47). Auch die schlechter bewerteten Strukturmodelle ergaben bei der APBS-Modellierung
sehr dhnliche Werte und Verteilungen. So ist die Vermutung zuléssig, dass Variationen in der
Struktur die Gesamtheit der elektrostatischen Oberfliche nur minimal beeinflussen.

Es zeigte sich eine aufféllige Polarisation des elektrostatischen Oberflachenpotentials, die Vermu-
tungen zum Aufbau des gTuRC zuliefs. Aufgrund des -Tubulin-Struktur- und -Ladungmodells
war eine 12- bzw. 13-zéhlige Ringsymetrie [230] fiir den pflanzlichen gTuRC vorstellbar. So lagen
der resultierende Aufendurchmesser der SymmDock-Modelle bei 24,94+1,3 nm und der Innen-
durchmesser bei 13,3£1,0 nm, was den bisher dokumentierten gTuRC-Durchmessern entsprach
[2, 230]. Fiir die Ringmodellierung konnten keine sterischen Uberlappungen oder ungiinstige Win-
kelkombinationen dokumentiert werden, was fiir die Qualitit des gTuRC-Modells spricht.

Die elektrostatische Oberflachenpolarisation kénnte einen Beitrag zur Stabilisierung sowohl des
Rings als auch der lateralen Interaktionen beitragen, je nach Orientierung des «-Tubulins im
gTuRC. Quantitative Berechnungen lieferten jedoch keine validen Ergebnisse, die eine bestimm-

te y-Tubulin-Orientierung im Ringverbund favorisieren liefien (Daten nicht gezeigt).

4.1.3 Der v-A /B-Peptid-Bereich als Ort potentieller Proteininteraktionen

Phylogenetische Studien zeigten eine hohe Konservierung eines als v-A /B-Peptid-Bereich be-
zeichneten Abschnitts [43] innerhalb der Plantae. Innerhalb der griinen Landpflanzen konnte in
der Arbeitsgruppe eine Differenzierung des +-A/B-Peptid-Bereichs dokumentiert werden [44].
Dieser Bereich ist mafsgeblich bei der Differenzierung der phylogenetischen Gruppen beteiligt
(Abbildung 3.22). Dies deutete auf den 7-A/B-Peptid-Bereich als Ort potentieller pflanzenspe-
zifischer Interaktionen hin. Uber eine Lokalisation oder einen moglichen zuginglichen Oberfli-
chenanteil des v-A/B-Peptid-Bereichs lagen bisher nur Vermutungen vor, weshalb es galt, den

zugénglichen Oberflichenanteil des v-A /B-Peptid-Bereichs zu bestimmen.
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Analysen des Oberflichenkontakts einzelner Aminosduren des pflanzlichen Nt 3CB2-Struktur-
modells offenbarten, dass der v-A /B-Peptid-Bereich an der dem Solvent zugénglichen Oberfliche
beteiligt ist (Abbildung 3.23.A). Auch zeigte sich, dass der y-A/B-Peptid-Bereich in einer Re-
gion hoher elektrostatischer Oberflaichenpolarisation lag, was ihn weiter als potentiellen Ort fiir
Proteininteraktionen pradestiniert (Abbildung 3.23.B). Sekundérstrukturanalysen zeigten, dass
sich der v-B-Peptid-Bereich im Bezug zum ~-A-Peptid-Bereich deutlicher von vergleichbaren
Sequenzen abhob (Abbildung 3.23.C) und somit vermutlich wahrscheinlicher involviert in pflan-
zenspezifische Interaktionen ist.

In Verbindung mit dem Modell der elektrostatischen Oberflachenpolarisation unterstiitzte dies
die Hypothese, dass es sich bei dem 7-A/B-Peptid-Bereich um einen Ort potentieller Protein-
Interaktionen handelt. Zur Uberpriifung dieser Hypothesen sollte die y-Tubulin-Volllingensequenz
und eine v-A /B-Peptid-Deletionsmutante exprimiert und fiir Interaktionspartneranalysen ver-

wendet werden.

4.2 Klonierung und Expression von y-Tubulin
Fiir proteinbiochemische Studien, wie der Proteinkristallisation oder Interaktionspartneranalyse,

galt es aus der Vielzahl der zur Verfiigung stehenden Systemen eine Auswahl zu treffen. Ein

Uberblick der einzelnen entscheidungsrelevanten Systemeckdaten ist in Tabelle 4.46 geben.

Tabelle 4.46: Charakteristika verschiedener Expressionssysteme [74, 231, 232]

Charakteristika E. coli Hefen Insekten Mammalia Pflanzliche

Zellkultur Zellkultur Zellkultur/Gewebe

‘Wachstum schnell schnell langsam langsam sehr langsam
Mediumkomplexitéat minimal minimal komplex komplex komplex
Kosten des Mediums gering gering hoch hoch gering
Expressionsrate hoch niedrig-hoch niedrig-hoch niedrig-moderat niedrig-moderat
Extrazellulare Expression ins Periplasma ins Medium ins Medium ins Medium ins Medium

moglich moglich moglich moglich moglich
Proteinriickfaltung oft notig kann erforderlich sein nicht nétig nicht nétig nicht notig
N-verkniipfte Glykosylierung nein hoher Mannoseanteil einfach komplex hoher Mannoseanteil, Le®
O-verkniipfte Glykosylierung nein ja ja ja ja
Phosphorylierung nein ja ja ja ja
Acetylieurng nein ja ja ja ja

Zur y-Tubulin-Expression sollten E. coli, Hefe und pflanzliche Systeme verwendet werden. Auf
die Verwendung von Insekten- bzw. Mammalia-Zellkulturen wurde aufgrund unterschiedlicher
PTMs (Tabelle 4.46), unverhiltnisméfig hoher Kosten und phylogenetischer Hinweise (Abbil-
dung 3.22) verzichtet.
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4.2.1 E. coli-Expressionssystem

Die Expression von grofferen Mengen an gelostem und aktivem ~-Tubulin sollte zuerst mit dem
E. coli-pET-System unternommen werden. Zur Klonierung der y-Tubulin-CDS war jedoch das
Subklonierungssystem pJET1.2 erforderlich, da eine direkte Klonierung in pET-Expressionsvek-
toren nicht darstellbar war. Die Notwendigkeit der Subklonierung ist vermutlich aufgrund der
von der y-Tubulin-Sequenz ausgebildeten Sekundérstrukturen und der thermodynamischen In-
stabilitét der kohésiven Enden zu erkléren |8].

Mit dem etablierten, T7/lacO -Promotor basierten pET-Vektorsystem war es moglich, y-Tubulin
in relativ hohen Mengen zu exprimieren. Jedoch konnte kein 16sliches Protein nachgewiesen wer-
den (Abbildung 3.25). Auch umfangreiche Studien zur Erhéhung der Loslichkeit lieferten kein
l6sliches Protein (Abbildung 3.27). Es ist anzunehmen, dass sich das gesamte y-Tubulin als so-
genannte IBs in der Zelle ablagerte. IBs entstehen hauptséchlich aufgrund inkorrekter Faltung
des Polypeptids [233] sowie einer hohen Konzentration nicht nativ vorkommender Polypeptide in
der Zelle [234]. Auch konnte eine unvollstdndige Phosphorylierung bzw. Glykosylierung zu einer
Konformationsanderung und der damit verbundenen Ablagerung als IBs gefiihrt haben.

Erste Studien zur Tubulin-Expression in E. coli erfolgten von Lubega et al. [235]. Das in E. coli
exprimierte S-Tubulin lag jedoch in inaktiver, immobilisierter Form als IBs vor. Eine Riickfal-
tung des rekombinanten «y-Tubulins in Losung [234, 235] oder auf einer Sdulenmatrix [236] wurde
aufgrund der ebenso notwendigen wie komplexen Tubulin-Faltungsmechanismen [208, 237, 238|
abgelehnt. E. coli verfiigt zwar {iber endogene Faltungsmechanismen [239, 240], wenn diese aber
nicht ausreichen kann die Fusion mit 16slichkeitserhéhenden Tags bei der Expression von gelGs-
tem Protein einer Riickfaltung fordern. So war es moglich, mittels alternativer Tags (wie MBP
und GST) Tubuline in geloster und aktiver Form in E. coli zu exprimieren [200, 241|. Auch
kann die Fusion eines TrxA-Tag der Bildung von IBs vorbeugen und zur Expression von akti-
vem, gelostem Protein beitragen [242|. In silico Vorhersagen fiir verschiedene Tag-modifizierte
~v-Tubulin-Sequenzen lieferten keine signifikant erhohten Loslichkeitswahrscheinlichkeiten. So lag
die Loslichkeitswahrscheinlichkeit zwischen 44,8% und 50,6% (Tabelle 3.44). Der Schwachpunkt
des Vorhersage-Algorithmus war, dass nur die Primérstruktur bei der Berechnung der Loslichkeit
beriicksichtigt wurde. Biochemische Modifikationen (wie die durch TrxA oder DsbA/C vermit-
telte Disulfidbriickenausbildung) werden hierbei nicht berticksichtigt. Als Folge dieser Unsicher-
heit sollten acht verschiedene y-Tubulin-Fusionskonstrukte kloniert und zur Expression gefiihrt
werden (Abbildung 3.28). Hierbei konnte mit keinem Konstrukt v-Tubulin in geléster Form do-
kumentiert werden. Sowohl die Variation der Wachstums- und Induktionsbedingungen als auch
die Co-Expression von Chaperonen und der Einsatz von Fusions-Partnern [58] brachten keine

Fortschritte bei der Expression von gelostem Protein. Der Einsatz segregativer Tags (wie pelB
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und ompT), die eine Segregation von rekombinantem Protein in das Periplasma bewirken und
so die Ausbildung von Disulfidbriicken aufgrund der vorherrschenden oxidierenden Bedingungen

ermoglichen, lieferten keine Verbesserung in Bezug auf die Expression von gelostem ~-Tubulin.

4.2.2 Hefe-Expressionssystem

Nachdem die Expression von gelostem y-Tubulin in FE. coli nicht erfolgreich war, wurde auf-
grund der in Tabelle 4.46 beschriebenen Eigenschaften, das K. lactis-System zur Expression
von y-Tubulin ausgewahlt. Um die native Proteinstruktur nicht durch eine unnétig harsche Ex-
traktionsmethode zu schédigen, wurde zur segregativen Expression eine a-MF-Sequenz an den
N-Terminus der y-Tubulin-Sequenz angefiigt. Der strukturbiologische Einfluss der N-terminalen
Modifikation der ~-Tubulin-CDS wurde als gering eingestuft, da jener vor der Segregation ins
Medium wieder riickstandslos entfernt werden sollte.

Nach der Klonierung konnte bei iiber 400 selektierten und untersuchten Klonen nur ein einziger
identifiziert werden, der die Expressionskassette samt v-Tubulin-CDS trug. Beim Kontrollan-
satz mit einer MBP-CDS waren circa 20% der untersuchten Klone positiv. Bei der immuno-
chemischen Untersuchung der ~-Tubulin-Expression konnte kein Signal dokumentiert werden,
das dem y-Tubulin zuzuorden gewesen wére (Abbildung 3.31). Selbst ein, dem a-MF-v-Tubulin-
Fusionskonstrukt entsprechendes, Signal in der K. lactis Probe mit einem zu erwartenden Mole-
kulargewicht von 63,4 kDa war nicht zu dokumentieren. Dies unterstiitzte die Vermutung, dass
die -Tubulin-CDS in dem transfizierten Klon nicht translatiert wurde. So ist auch die Ver-
mutungen legitim, dass die konstitutiv exprimierte v-Tubulin-CDS aus N. tabacum in K. lactis
physiologisch aktiv war und in zelloraganisierende und zellteilungsrelevante Prozesse eingriff, was
zu einem Absterben der Zellen fiihrte, weshalb kein K. lactis Klon dokumentiert werden konnte
der rekombinantes «-Tubulin exprimierte. Somit war es vorstellbar, dass hier ein unbekannter
Regulationsmechanismus beteiligt war. Das Auftreten eines Signals im Western-Blot mit einem
apparenten Molekulargewicht von circa 5045 kDa in transfizierten und nicht-transfizierten Zellen
ist wahrscheinlich als unspezifische Bindung des Antikoérpers zu verstehen. Das K. lactis endoge-
ne 7-Tubulin hat ein Molekulargewicht von 52,47 kDa [243] und ist vermutlich das signalgebende
Peptid. Da ein dem rekombinanten, pflanzlichen ~-Tubulin entsprechendes Signal weder in den
transgenen K. lactis-Zellen, noch im Medium dokumentiert werden konnte, ist die Annahme ge-
rechtfertigt, dass es bei erfolgreicher Transfektion zu keiner y-Tubulin-Expression kam. Eine in
silico Analyse des Codon Usage offenbarte keine Mangelcodons, so dass ein suboptimales Codon
Usage als Grund fiir die nicht erfolgte ~-Tubulin-Expression ausgeschlossen werden konnte. Um-
fangreiche Versuche der y-Tubulin-Expression in dem experimentellen Hefestamm FGY217 [244]

waren ebenfalls nicht erfolgreich, was die vorausgehenden Vermutungen unterstiitzte.
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4.2.3 Pflanzliche Expressionssysteme

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse der y-Tubulin-Expression wurde der Versuch unternommen,
~v-Tubulin in pflanzlichen Zellen zu exprimieren. Die v-Tubulin-Expression in pflanzlichen Zel-
len bot den Vorteil einer vollstdndigen Chaperonausstattung und korrekten Phosphoylierungs-
bzw. Glykosilierungsmaschinerie, so dass aufgrund dieser Faktoren keine Storungen zu erwarten
waren. Auch waren die Kosten im Vergleich zu Mammalia sowie Insekten Zellkulturen deutlich
geringer, was fiir die benotigten Mengen an Protein ein wichtiges Kriterium war.

Auch konnten A. thaliana-Pflanzen erfolgreich von Abe et al. mit a- und S-Tubulin-GFP-Fusions-
konstrukten transfiziert und zur Expression gefithrt werden [245|. Die induzierbaren und kon-
stitutiven Konstrukte lieferten auch erhebliche Mengen an rekombinantem Protein. Dies kénnte
dadurch begriindet sein, dass a-Tubulin und S-Tubulin in sehr grofsen Mengen im Cytosol vorlie-
gen und die Zelle somit Schwankungen im Proteinpool fiir diese beiden Proteine leichter kompen-
sieren kann. Jedoch zeigten die transgenen Pflanzen erhebliche morphologische Aufféalligkeiten.
Allerdings war der Versuch einer BY-2 sowie A. thaliana Transfektion mit einem konstitutiven
sowie induzierbaren y-Tubulin-Konstrukt nicht erfolgreich. Diese Tatsache ist vermutlich durch
den Umstand der Zellteilung zu erkldaren. Da ~v-Tubulin fiir zell- und zellteilungsorganisierende
Prozesse verantwortlich ist, kann eine Uber- bzw. sogar Basalexpression diese Prozesse nachhaltig
storen. Dies deckt sich mit den Beobachtungen und Vermutungen bzgl. der v-Tubulin-Expression
in Hefe-Expressionssystemen.

Die y-Tubulin-Expression mit dem konstitutiven bzw. induzierbaren Konstrukt in differenzierten
N. benthamiana Blattgeweben war vermutlich aufgrund der Tatsache moglich, dass die Zellen der
Tabak-Blattgewebe zum Zeitpunkt der Transfektion iiber eine geringe, inhomogene Teilungsak-
tivitéat verfiigten und dass Storungen im -Tubulin-Proteinpool der Zelle geringe Auswirkungen
haben. Frithere Studien innerhalb der Arbeitsgruppe zum Vorkommen nativen ~-Tubulins in
Blattern, zeigten dass die v-Tubulin-Expressionsraten in differenzierten Blattgeweben immuno-
chemisch nicht dokumentierbar waren. Mit dem polyklonalen ~-Tubulin-Antikérper war es nicht
moglich das endogene ~-Tubulin in N. benthamiana detektierten. Hierzu kénnten zum Einen
durch eine divergente PTM und zum Anderen durch den nachgewiesenen niedrigen ~-Tubulin-
Gehalt ausdifferenzierter Blatter [42] verantwortlich sein. Die -Tubulin-Affinitét dieses Antikor-
pers wurde jedoch bereits in mehreren Studien bestétigt [8, 45, 213]. Das gesamte dokumentier-
bare, rekombinante ~-Tubulin lag in geldster Form vor. Dies kénnte auch aus den potentiellen
Interaktionen mit anderen Proteinen und potentieller PTM resultieren [246]. Jedoch konnte bei
der Expression in Blattgeweben eine deutliche Regulation der y-Tubulin-Expressionsrate doku-

mentiert werden die im Folgenden noch diskutiert werden soll.
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Die erzielten -Tubulin-Expressionsraten waren zu gering, um Studien zur Proteinkristalli-
sation anzustreben. Zur Optimierung der Expressionsrate wurde die y-Tubulin-CDS um eine
Kozaksequenz erweitert, was aber ebenfalls nicht die zur Strukturanalyse erforderlichen Mengen
an Protein lieferte. Die Expression von y-Tubulin-GST-Fusionskonstrukten zur Struktur- und In-
teraktionspartneranalyse [247] war nicht moglich, obwohl bereits GST in N. tabacum exprimiert
werden konnte [63] und die verwendete GST-CDS identisch zu dem etablierten Vektorsystem
pE4n war [248|. Zu begriinden ist dies vermutlich aufgrund unspezifizierter Wechselwirkungen
der exprimierten GST-CDS mit den N. benthamiana Zellen, da auch die Kontrollkonstrukte keine
dokumentierbare Expression zeigten. Obwohl Zuo et al. [249] zeigten, dass eine Transfektion und
Expression von einem XVE-GFP-Konstrukt in BY-2 darstellbar ist, deutet die Tatsache der nicht
erfolgreichen BY-2 Transfektion mit einem XVE-y-Tubulin-Konstrukt auf eine Basalexpression

und das Wirken potentieller Regulationsmechanismen hin.

4.2.4 Regulation der ~-Tubulin-Expression

In einer Zelle kénnen zwischen 10 und 100, aber auch bis zu 107 Proteinkopien vorliegen [92].
Viele Faktoren beeinflussen den Proteingehalt und es treten vielfiltige Regulationsmechanismen
auf. Von der Regulation auf DNA-Ebene, iiber Regulation des RNA-Gehalts, bis hin zur Degra-
dation fertiger Proteine.

Die Konzentrationabhéngigkeit des entwicklungsbiologisch relevanten ~-Tubulins je nach Gewe-
be und Teilungsaktivitdt, wurde bereits in vorherigen Studien der Arbeitsgruppe ausfiihrlich
beschrieben [42]|. Die in den Zellen vorliegende, endogene ~-Tubulin-Konzentration ist im Ver-
héltnis zu sogenannten Massenproteinen (wie Hexokinasen, u. &.) relativ gering und hochgradig
reguliert. Die Interpretation der y-Tubulin Expressionsraten in N. benthamiana-Blattern lasst
keinen messbaren Einfluss der Kozak-Sequenz auf die Expressionsrate erkennen. Die von Kotakis
et al. postulierte lichtintensitdtsabhéngige Regulation der Proteinexpressionsrate [73|, konnte
fiir v-Tubulin nicht dokumentiert werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass die ~-Tubulin-
Expressionsrate bereits stirkeren Regulation unterworfen war. Im Vergleich zu anderen Protei-
nen (wie GFP, etc.) [224] ergaben sich, mit verschiedenen Vektorsystemen, fiir v-Tubulin relativ

niedrige Expressionsraten.

4.2.4.1 Regulation des y-Tubulin-Proteingehalts

Die Analyse der 173-Estradiol Dosis-Wirkungskurve fiir die y-Tubulin-Expression zeigte einen
vergleichbaren Verlauf zu der intensiv untersuchten Dosisabhéngigkeit fiir GFP [139]. Zwischen
dem 35S- und XVE-System, unabhéngig vom A. tumefaciens-Stamm, offenbarten sich in der vor-

liegenden Arbeit Unterschiede in der «-Tubulin-Expressionsrate. Die v-Tubulin-Expressionsraten
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beider Systeme lagen weit unter denen anderer Proteine. FErst durch den Einsatz des PTGS-
Suppressorproteins p19 war es iiberhaupt moéglich, v-Tubulin-Expressionsraten zu erreichen, die
weitere proteinbiochemische Untersuchungen erlauben. Auch die Tatsache, dass die Deletions-
mutante gegeniiber der y-Tubulin-Volllangensequenz um einen Faktor 3,240,5 hohere Expres-
sionraten aufwiesen, deutete auf der Ebene der Proteinkonzentration auf eine Regulation hin.
Die massenspektrometrischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit offenbarten, dass einige der ge-
fundenen ~-Tubulin assoziierten Proteine zum 26S-Proteasom (regulatorische Partikel wie AAA
Nukleotidasen) gehoren. Sie wurden zum Teil exklusiv nur in der Vollldingen-Probe gefunden.
Dies deutet auf eine verstarkte Degradation der iiberexprimierten Vollingensequenz hin. Eine
regulative Degradation Zellzyklus relatierter Proteine (wie Cycline, etc.) ist bereits umfangreich
dokumentiert [92] und auch fiir y-Tubulin vorstellbar.

Fiir eine immortalisierte Hamster-Ovarien Zelllinie wurden von Marchesi et al. Multiproteinkom-
plexe bestehend aus dem Hitzeschock-Protein HSP70 und dem Elongationsfaktor Ia gefunden
[250]. Diese Proteine wirken nachweislich unterstiitzend bei der Tubulinfaltung. In der vorliegen-
den Arbeit war der Anteil an HSP70-Chaperon-Signalen in den Proben der (vermutlich inkorrekt
gefalteten) Deletionsmutante hoher als in den Proben der Volllangensequenz. Dies kann als ein
verstirktes Bestreben einer Korrektur bzw. Assistenz bei der Faltung der vermutlich infunktio-
nellen Deletionsmutante verstanden werden. Zur Uberpriifung einer vermuteten Regulation auf

RNA-Ebene wurde der v-Tubulin-Transskriptgehalt analysiert.

4.2.4.2 Regulation der y-Tubulin-RNA

Die Analyse der eigenen Ergebnisse ergab eine Abhéngigkeit zwischen der v-Tubulin-Konzentrati-
on und der Induktionszeit, waren aber nicht mit denen von Zuo et al. [139] in Einklang zu bringen.
So entspricht zwar die dokumentierte y-Tubulin-Expressionsrate der des XVE-Systems, wihrend
die Transskriptrate eine deutliche Gegenregulation aufwies. Aus den Messdaten ist zu schliefsen,
dass die Deletionsmutante eine verminderte Gegenregulation im Vergleich zur Volllingensequenz
erfuhr. Ein analoger Effekt war mit dem PTGS-Suppressor p19 bei der Volllangensequenz zu
erzielen (Abbildung 3.43). Eine Verzogerung der PTGS wie Qui et al. beobachteten, konnte fiir
den untersuchten Zeitraum hier nicht dokumentiert werden [251].

Die Transkription der rekombinanten ~-Tubulin-Sequenz fithrte zur Reduktion der endogenen
~v-Tubulin-CDS. Bei der Co-Expression des PTGS-Suppressors p19 stieg nicht nur der Anteil
der rekombinanten, sondern auch der endogenen ~-Tubulin-CDS. Dieses Ergebnis ist durch das
PTGS-Regulationsmodell erklarbar. Der PTGS-Suppressor p19 entkoppelt die RNA-Regulation.
Vermutungen hierzu wurden durch qRT-PCR-Untersuchungen untermauert (Abbildung 3.44).
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4.3 Charakterisierung der Interaktionspartner

In den von Chuong et al. zum Ende der vorliegenden Arbeit publizierten Studie [252], wurden
erste Vermutungen zu Mikrotubuli-Interaktionspartnern gestellt. Chuong et al. verwendeten aus
Saugerhirn exrahierte Tubuline fiir Pull-Down Experimente mit pflanzlichen Extrakten. Diese
Vorgehensweise ist aufgrund der Nichtberiicksichtigung des pflanzenspezifischen ~-A /B-Peptid-
Bereichs, weit mehr als kritisch zu bewerten. Auch waren die Pufferzusammensetzungen proble-

matisch, da hier potentielle Chelatisierungseffekte nicht beachtet wurden.

So wurden von Chuong et al. Tubulinextrakte aus Rinderhirn zum Pull-Down verwendet.
Wie gezeigt fehlen den Sauger-Tubulinen pflanzenspezifische Sequenzen (wie der v-A /B-Peptid-
Bereich), die fiir Proteininteraktionen wahrscheinlich erforderlich sind. Aus diesem Grund wurde
in der vorliegenden Arbeit der Gewinnung des pflanzlichen ~-Tubulins oberste Prioritét einge-
raumt. Die spezifische Isolation und Purifikation nativer Proteine aus pflanzlichen Zellen ist kom-
plex und mit niedrigen Ausbeuten verbunden. Die Expression einer getaggten ~v-Tubulin-Sequenz
diente der Gewinnung grofserer Proteinmengen. Die Verwendung eines C-terminalen Hisg-Tags
sowie die geplante Verwendung eines N-terminalen GST-Tags ist eine etablierte Pull-Down Stra-
tegie [247]. Strukturelle Modifikationen durch den Hisg-Tag sind aufgrund seiner geringen Masse
von ca. 1 kDa und der somit geringen Grofte vernachlissigbar klein [66, 205, 253]. Studien von
Carson et al. |204] zeigten, dass der Hisg-Tag einen sehr kleinen Effekt auf die Proteinstruktur
hat und aus diesem Grund in 90% aller strukturbiologischen Studien Verwendung findet. Das
erarbeitete Strukturmodell zeigte, dass der C-Terminus, wie der N-Terminus, an der Proteino-
berflache représentiert ist und somit gravierende strukturelle Verschiebungen nicht zu erwarten
waren. Auch zeigte sich eine hohe phylogenetische Variabilitdt am C-Terminus, was die Positio-

nierung eines Tags an diesem Terminus begiinstigte.

Die von Chuong et al. gewéhlte Pufferkomposition wenig vorteilhaft, da dieser EGTA enthielt
um zweiwertige Kationen zu komplexieren und so eine mogliche Proteaseaktivitat zu reduzieren.
Rice sowie Aldaz et al. [33, 186] zeigten aber, dass Mg?™ die Tubulin-GTP-Bindung stabilisiert,
somit kann der Einsatz von EGTA die potentielle Proteaseaktivitit reduzieren, destabilisiert
aber Tubuline. Der dquimolare Einsatz von MgSO,4 und EGTA nach Chuong et al. ist somit ad
absurdum gefithrt. In der vorliegenden Arbeit wurden aus diesem Grunde auch EDTA /EGTA-

freie Proteaseinhibitoren von Roche verwendet.

Die Isolation von «-Tubulin ohne assoziierte Proteine unter nativen Bedingungen zur Pro-

teinkristallisation nach der von Chuong et al. vorgeschlagenen Variation der Salzkonzentration
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zur Destabilisierung der Tubulin-Komplexe, war nicht erfolgreich. Eine Alternative ist die in
vitro y-Tubulin-Expression in Weizenkeimling-Extrakten von Promega. Als Vorteile wiren die
verhéltnisméakig kurze Translationszeit sowie die nicht notwendige Proteinisolation und damit
verhéltnisméfig einfache Proteinpurifikation zu nennen. Diesen Vorteilen standen relativ hohe
Kosten im Verhéaltnis zur Proteinausbeute gegeniiber. Die Proteinmengen fiir ein initiales Prote-
inkristallisationsscreening wurden mit mindestens 8400 Euro beziffert, weshalb die Verwendung
kommerzieller Zellextrakte verworfen wurde. Die Etablierung eines Préaparationsprotokolls eige-

ner, kostenglinstigerer in vitro Weizenkeimling-Extrakte war im Labormafsstab nicht darstellbar.

Ferner wurden keine Deletionsmuntanten und valide Negativkontrollen bei den Studien von
Chuong et al. [252] in die Protein-Interaktionsparterstudien einbezogen. Dieser Mangel wurde
durch die, in der vorliegenden Arbeit vorgestellten, v-Tubulin-Deletionsmutante behoben. Auch
wurde von Chuong et al. [252] eine hoch affine Matrixkomposition, Affi-Gel-10 (Bio-Rad) und
Sepharose CL-6B (Sigma), zum Pulldown verwendet ohne freie und nicht besetzte Bindestellen
durch Glycine-Methylester zu inaktivieren [254]. Diese Matrices verfiigen neben den unbesetzten

Stellen auch iiber FEigenschaften als Ionentauscher, was die Proteinbindung unspezifischer macht.

In der arbeitsgruppeninternen Studie von Klapperich [255] wurden mittels eines Hefe-Zwei-
Hybridsystems Untersuchungen zu potentiellen y-Tubulin-Interaktionspartnern durchgefiithrt und
lieferten neben plausiblen potentiellen y-Tubulin-Interaktionspartnern auch schwerer nachvoll-
ziehbare. Einige der von Klapperich identifizierten Proteine wurden auch in der vorliegenden
Arbeit als ~-Tubulin-Interaktionspartner gefunden, wie z. B. die AAA-ATPase RPT4a. Pro-
blematisch beim Hefe-Zwei-Hybridsystem sind falsch-positiv bzw. falsch-negativ identifizierte
Interaktionspartner. Falsch-positive sowie falsch-negative Protein-Interaktionen entstehen z. B.
aufgrund der Lokalisation im Hefe Zellkern, was zur Folge haben kann, dass das Beute-Protein
aufgrund des Milieus eine nicht native Faltung annehmen kann. Im Falle der Tubuline wurde
gezeigt, dass die Faltung ein immanent wichtiger Faktor fiir die Funktionalitat ist. Auch konnten
im Hefe-Zwei-Hybridsystem Proteininteraktionen dokumentiert werden, die aufgrund des Zellzy-

klus oder der Kompartimentierung nicht gemeinsam auftreten.

Dem Hefe-Zwei-Hybrid-System und Pull-Down/massenspektroskopischen Interaktionspartne-
ranalysen ist jedoch gemein, dass eine Kenntnis der Interaktion noch keine Informationen iiber
den Mechanismus oder die Proteinanordnung liefert. Hierfiir ist eine Kenntnis der Proteinstruk-
tur(en) oder eine genaue Vorstellung der Strukturen notig. Im Vergleich zu den Studien von
Klapperich wurde in der vorliegenden Arbeit ein umfassenderes Bild der Interaktionspartner und

deren funktioneller Gruppierung erarbeitet.
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So wurde in der vorliegenden Arbeit das Protein Aktin-7 massenspektroskopisch als Interak-
tionspartner identifiziert, was die Hypothese der Mikrotubuli-Aktin-Interaktion durch ein soge-
nanntes Multifunktionelles Protein stiitzt [256]. Da v-Tubulin mafigeblich an der Mikrotubuli-
organisation beteiligt ist, scheint die Vermutung gerechtfertigt, dass sich in dem (in der vor-
liegenden Studie) erarbeiteten Datensatz weitere y-Tubulin-Interaktionspartner enthalten sein
konnen. Der Versuch einer Erweiterung der vorhandenen A. thaliana-Protein-Datenbank um
mehrere tausend Proteine aus Tabak lieferte keine neuen -Tubulin-Interaktionspartner. Die be-
kannten Tabak-Proteine sind héufig sogenannte Mengenproteine, die einen hohen Anteil an der
Zellmasse haben. Regulatorische Proteine liegen nur in geringerem Umfang in der Zelle vor oder
werden gar nur transient exprimiert und sind schwerer zu erfassen. Die Identifikation regulatori-

scher Proteine ist somit entsprechend aufwendig.

Fiir die pflanzliche y-Tubulin-Volllangensequenz aus N. tabacum konnte in N. benthamiana
auch eine Interaktion mit GCP2 dokumentiert werden, die auch von Mishra et al. [257] fiir huma-
ne HeLa Zellen nachgewiesen wurde. Weitere pflanzenspezifische v-Tubulin-Interaktionspartner
sind vermutlich noch in den Spektra-Rohdaten enthalten, zur Auswertung bedarf es jedoch einer

vollstdndigen Protein-Spectra-Peakdatenbank fiir Tabak.

Die von Kong et al. [258] postulierte GCP4-Interaktion, aufgrund immunochemischer Hinwei-
se, konnte nicht belegt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht mittels degenerierter
Oligonukleotide die GCP4-CDS aus N. benthamiana aufzukléren. Dies blieb ohne Erfolg und
bedarf weiterer Studien. Der von Kong et al. verwendete GCP4-Antikérper, wurde uns zur Ver-
fiigung gestellt und lieferte in mehreren Studien unter Standardbedingungen keine Signale. Erst
bei hohen GCP4-Konzentrationen zeigte der Antikdrper beim Western-Blot ein nicht reprodu-
zierbares Signal. Dies ist als kritisch zu bewerten, da jeder Antikorper iiber eine unspezifische
Bindekapazitit verfiigt und bei hohen Proteinkonzentrationen unspezifische Bindungen begiins-

tigt sind.

Die Identifikation des TCP1-Chaperons als «-Tubulin-Interaktionspartner in der massenspek-
trometrischen Analyse korreliert mit den Ergebnissen von Stoppin-Mellet et al. [32] und unter-
mauert die Hypothese der zur y-Tubulin-Faltung notwendigen héher evolvierten Chaperone. Die
~-Tubulin-Interaktionen mit Teilen des 26S-Proteasoms erkléaren y-Tubulin-Degradationsmuster
und deuten in Verbindung mit den Transskripttiteranalysen auf eine Gegenregulationen bei er-
hoéhtem ~-Tubulin-Proteiniter hin, obwohl Blattgeweben selbst nur noch iiber geringe Teilungs-

aktivitat verfiigen.
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Zusammenfassung

Wie alle Eukaryoten besitzen auch hohere Pflanzen ein mikrotubulires Cytoskelett. Einige Funk-
tionen dieses Cytoskeletts sind relativ stark konserviert, andere dagegen scheinen sehr pflanzen-
spezifisch zu sein. Dies betrifft insbesondere charakteristische mikrotubulédre Netzwerke, die bei
der Neubildung und der Verstarkung der Zellwénde wichtige Rollen iibernehmen. Wie der Aufbau
dieser Netzwerke kontrolliert wird, ist bisher relativ unklar. Typische Mikrotubuli organisierende
Zentren (MTOC), insbesondere Centrosomen oder Spindelpolkorper, sind bei hoheren Pflanzen
nicht beobachtet worden. Von pilzlichen und tierischen Organismen weifs man, dass y-Tubulin
mit seinen assoziierten Proteinen in den MTOC bei der Nukleation von Mikrotubuli eine Schliis-

selfunktion hat. Dieses Mitglied der Tubulin-Superfamilie wird aber auch in Pflanzen gefunden.

Zu Beginn der Arbeit wurden mittels in silico Berechnungen Strukturmodelle des pflanzlichen
~v-Tubulins aus Nicotiana tabacum erarbeitet, da die Struktur, die zu einem Versténdnis der
pflanzlichen Wachstumsregulation beitragen konnte, bisher unbekannt ist. An den erarbeiteten
Strukturmodellen konnte gezeigt werden, dass das pflanzenspezifische v-A /B-Peptid an der Sol-
vens zuganglichen Oberfliache beteiligt ist, helikale Sekundarstrukturen ausbildet und eine starke
elektrostatische Oberflichenpolarisation aufweist, was in der Summe starke Indizien fiir eine an
Protein-Proteininteraktionen beteiligte Doméne sind. Auf Grundlage der bioinformatischen Da-

ten konnte fiir weitere Studien eine notwendige ~-Tubulin-Deletionsmutante entwickelt werden.

Fiir Rontgendiffraktionsstudien und y-Tubulin-Interaktionspartneranalysen war die Verfiighar-
keit verhaltnisméafig grofler Proteinmengen notwendig. Die Expression der «v-Tubulin-Volllingen-

sequenz in geloster und aktiver Form stellte einen immanent wichtigen Zwischenschritt dar.

Das FEscherichia coli T7/lacO-Expressionssystem lieferte, trotz vielversprechender Erfolge in
der Vergangenheit, kein gelostes rekombinantes y-Tubulin. So wurden zwar verhéltnisméfig hohe
Expressionsraten erzielt, aber das rekombinante ~-Tubulin lag quantitativ als Inclusion bodies
vor. Eine Variationen der Expressionsparameter (wie z. B. Temperatur, Modulation der Expres-
sionsrate und Chaperon Co-Expression) sowie umfangreiche Versuche mittels verschiedenster
Konstrukte mit diversen potentiell die Loslichkeit erh6henden Tags y-Tubulin in geloster Form
in E. coli zu exprimieren blieben erfolglos. Eine Denaturierung der Inclusion bodies und Riick-
faltung wurde aufgrund der wohl bei der Tubulinfaltung notwendigen komplexeren Chaperone

sowie thermodynamischer Uberlegungen ausgeschlossen.



Zusammenfassung

Die hoher evolvierte Chaperonausstattung war ein Hauptgrund fiir die Verwendung der eu-
karyotischen Hefe-FExpressionssysteme K. lactis und des experimentellen S. cerevisiae-Stammes
FGY217 zur v-Tubulin-Expression. So konnten nach der Selektion nur transgene Hefe-Zellen
dokumentiert werden, die die y-Tubulin-Expressionskassette nachweislich an der vorgesehenen
Zielposition in ihrem Genom integrierten, aber keine dokumentierbare Expression zeigten. Die
wahrscheinlichste Begriindung hierfiir ist, dass ein erhdhter intrazellularer y-Tubulin-Titer mit
dem Zellwachstum und der Zellteilung dieser eukaryotischen Organismen interferierte und durch

Riickkopplungen die rekombinante y-Tubulin-CDS aus N. tabacum ausgeschaltet wurde.

Der Versuch einer transienten y-Tubulin-Uberexpression in differenzierten Blattgeweben héhe-
rer Pflanzen war eine logische Konsequenz aus den vorherigen Ergebnissen und lieferte, wenn auch
nicht die fiir eine Proteinkristallisation notwendigen Mengen, gelostes v-Tubulin. Bestrebungen
einer stabilen Transfektion von A. thaliana oder BY-2-Zellkulturen mit einer y-Tubulin-CDS lie-
ferten keine transgenen Organismen, was starke Interferenzen der rekombinanten v-Tubulin-CDS
in den Zellen vermuten lies. Transfektionsversuche mit nur GFP tragenden Konstrukten ergaben
hingegen eine hohe Anzahl an transgenen Organismen, die auch verhéltnisméfig starke Expres-
sionsraten zeigten. Die erzielten Proteinmengen bei der transienten ~-Tubulin-Uberexpression
in N. benthamiana Blattgeweben, in Co-Expression mit dem Posttransriptional Gene Silencing-
Suppressorprotein p19, waren fiir einen Pull-Down sowie eine massenspektroskopische Analyse

der Interaktionspartner ausreichend und ergaben Befunde.

Ergebnisse anderer Forschungsgruppen konnten zum Teil bestétigt, aber auch Vermutungen
widerlegt werden. Eine abschlieffende Auswertung des erarbeiteten massenspektroskopischen Da-
tensatzes wird jedoch erst dann moglich sein, wenn das Tabak-Proteom vollstindig sequenziert
ist. Die Erweiterung der bestehenden pflanzlichen Vergleichsdatenbanken um das bisher be-
kannte Tabak-Proteom vervielfachte die Anzahl der in dieser Studie identifizierten y-Tubulin-
Interaktionspartner. So konnte eine y-Tubulin-Interaktion mit GCP2, wie sie bereits fiir mensch-
liche Zellen postuliert wird, erstmalig bei pflanzlichen Zellen belegt werden. Die Identifikation
von Aktin-7 als Interaktionspartner pflanzlichen v-Tubulins ist bisher einmalig. Interaktionen
mit dem TCP1-Chaperon untermauern die Hypothese der zur Faltung pflanzlichen v-Tubulins
notwendigen Chaperone. Beobachtete y-Tubulin-Degradationsmuster in Verbindung mit Interak-
tionen des 265-Proteasoms deuten auf eine Gegenregulationen bei erhéhtem ~-Tubulin-Titer auf
Proteinebene hin. Da Blattgewebe selbst nur noch tiber eine sehr geringe und inhomogene Tei-
lungsaktivitéit verfligen ist diese Regulation hoch spannend. Auch konnte durch Co-Expression
des PTGS-Suppressorproteins p19 gezeigt werden, dass bei der «v-Tubulin-Expression eine Re-
gulation auf RNA-Ebene erfolgt.
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Anhang

A.1 Strukturmodellierung

Abbildung A.47: Plot des elektrostatischen Oberflichenpotentials fiir Nt 3CB2
Uber das Proteinriickgrad wurde ein Netz gelegt, dass entsprechend dem jeweiligen Potential eingefarbt wur-
de. Die Berechnung erfolgte mit dem SURF-Algorithmus [259] fiir VMD mittels einer Linearized traditio-
nal Poisson-Boltzmann-Equation unter multiple Debye-Huckel sphere boundary conditions. Ausgehend von der
Grundansicht (oben links) erfolgte eine Drehung im Uhrzeigersinn um jeweils 30° um die z-Achse. Die Referenz
fiir das elektrostatische Potential ist in der Joule pro Coulomb gegeben.

A.2 Massenspektrometrische-Proteinidentifikation

Tabelle A.47: Anzahl der gefundenen Proteine abhéngig vom Sample-Spectra- Count-Schwellenwert

Schwellenwert gTub gTubAAB K gTubN gTubAAB gTubnN K gTubAAB N K gTubN gTubAAB N K
1 147 224 119 31 7 51 39
2 65 117 56 12 1 23 22
3 35 67 26 1 0 8 13
4 25 39 12 4 0 1 10
5 11 19 9 4 0 0 5
6 6 10 2 1 0 1 1
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