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Zusammenfassung

Die Proteine HL#2 und Horcolin aus der Gerste sind nah verwandte Mitglieder einer Proteinfamilie mit
Lektineigenschaften, die in verschiedenen Pflanzenspezies vertreten ist und im Zusammenhang mit der
Abwehr von Pathogenen und osmotischem Stress diskutiert werden. HL#2 wurde bei Untersuchungen zu
den Einflissen von abiotischem Stress auf die Genexpression als lichtstressinduzierbare cDNA isoliert und
nachfolgend zusammen mit dem verwandten, koleoptilspezifischen Horcolin ndher untersucht. Innerhalb
dieser Proteinfamilie nehmen HL#2 und Horcolin eine besondere Stellung ein, da sie als Einzige mit einer
apoplastidaren Lokalisation diskutiert werden.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit zur weiteren Charakterisierung von HL#2 und Horcolin sind ins-
besondere die Isolierung ihrer Gene und Promotorregionen, Untersuchungen zum Einfluss verschiede-
ner abiotischer und biotischer Stressbedingungen auf die Genexpression, Versuche zur Aufklarung des
Transportes aus der Zelle in den Apoplasten und die Bestimmung biochemischer Eigenschaften sowie der
mdglichen Funktionen.

Durch PCR-basierte Methoden konnten die vollstandigen Gene von HL#2 und Horcolin und jeweils ca.
400 bp der upstream gelegenen Promotorregionen isoliert werden. Die nhachfolgende Sequenzierung ergab,
dass jeweils zwei Introns in vergleichbarer Lage und Lange in beiden Genen enthalten sind. Aufgrund der
Ahnlichkeiten der Gene zueinander, als auch zu einigen anderer Arten, wie beispielsweise zu GOS9 aus
Oryza sativawird davon ausgegangen, dass es sich hier um eine Genverdopplung, vermutlich vor der
evolutiven Trennung der monokotylen Pflanzen handelt. Die Analyse der isolierten Bereiche der Promo-
toren deutet daraufhin, dass beide Genexpressionen unabhangig voneinander und verschieden reguliert
werden. So konnte durch Untersuchungen der Genexpression auf Transkriptebene gezeigt werden, dass
die mRNA des HL#2 nach einer mechanischen Verwundung transient innerhalb weniger Stunden steigt,
wahrend Horcolin nicht beeinflusst wird. Andererseits kann eine positive Regulation der Genexpression
des Horcolin unter osmotischem Stress in Form von 1,5 % NaCl nachgewiesen werden. Der Tanskriptlevel
von HL#2 bleibt unter diesen Bedingungen jedoch unverandert.

Eine weitere Besonderheit von HL#2 und Horcolin als apoplastidare Proteine ist das Fehlen eines be-
kannten Signalpeptides fur den vesikularen Transport Giber das ER/ Golgi-Membransystem. Es wurden
daher mittels transienter Expression von HL#2-GFP-Fusionen Versuche unternommen, zu kléaren, ob mog-
licherweise durch stressinduziertes alternatives Splei3ing eine Signalsequenz angefiigt wird oder ein ande-
rer als der bekannte, vesikulare Transportweg genutzt wird. Diese Frage konnte jedoch nicht abschlie3end
geklart werden.

HL#2 und Horcolin sind dimere bzw. tetramere Proteine, die pH-abhangig an verschiedene Zucker,
wie Maltose und Mannose binden kénnen. Aufgrund ihrer Sequenzhomologien zu Proteinenedie an
Glucosidase und Myrosinase binden, ihrer stressinduziert verstarkten Genexpression und ihrer apoplasti-
daren Lokalisation werden HL#2 und Horcolin mit einer Funktion bei der extazellularen Signalerzeugung,
-erkennung oder -weiterleitung unter biotischen und abiotischen Stressbedingungen diskutiert.

Stichworter: Lektine, Apoplast, Stress


Ines
Textfeld
Stichwörter: Lektine, Apoplast, Stress


Abstract

HL#2 and Horcolin are close-related members in a protein family with the characteristics of lectins, which
is recently discussed playing a role in defence of pathogens and osmotic stress. HL#2 cDNA was isolated
and specified while investigations into the influences of light stress on barley were undertaken. HI#2 and
the related protein Horcolin are diskussed playing a special role within the protein family because of their
apoplastic localization. However Horcolin can only be verified in the coleoptiles when observing specific
tissues.

The further characterization of HL#2 and Horcolin in this research is conducted. The objectives are
mainly focused on four areas, (1) the isolation of their genes and promoter regions, (2) the influence of
different stress forms on gene expression, (3) the conduction of experiments to clarify how these proteins
are transported from cells into the apoplast, and (4) the ascertainment of biochemical attributes, properties
and possible functions.

With the application of PCR-based methods the complete genomic sequences of HL#2 and Horcolin
as well as approximate 400 bp upstream have been isolated. Two introns with comparable position and
length are found existing contained in the two genes. These similarities between the two genes occur
also to some genes of other different species, such as GOS90rgma sativa Due to this finding it
can be inferred that there has been a gene duplication before the evolutional separation of monocot plants.
Moreover, the analysis of isolated promoter domains shows that the gene expression of HL#2 and Horcolin
are independent and regulated differently. The investigation of gene expression on the mRNA layer then
reveals that the amount of mMRNA of HL#2 increases transiently within few hours after a mechanic injury,
while there is no influence on mMRNA of Horcolin from this injury. Aside from that, a positive regulation
of Horcolin’s gene expression is affirmed to exist on the condition of 1.5% NaCl osmotic stress while the
transcription level of HL#2 remains unaffected.

Furthermore, the occurrence of proteins HL#2 and Horcolin within the interstitial washing fluid (IWF)
has been detected by using adequate controls in the form of antibody verification of cytoplasmic and apo-
lastic proteins. Both cDNAs show that there is no known signal sequence for the vesicular transportation
within the ER/Golgi membran system. Therefore, experiments have been undertaken by means of the
transient expression of HL#2-GFP fusion to check whether a signal sequence could be added by stress-
induced alternativ splicing or another transporting route is used. These issues however have not yet been
resolved completely in this research.

HL#2 and Horcolin, di- or tetrameric proteins, are composed of two or four identical subunits and can
bind pH-dependently with different sugars like maltose and mannose. Due to their sequence homology to
those proteins, which can specially bind beta-glucosidase and myrosinase, their stress-induced enhanced
gene expression and their apoplastic localization HL#2 and Horcolin are eventually discussed having a
function of extra cellular signal generation, transmission or recognition under biotic and abiotic stress
conditions.
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1. Einleitung

1.1. Einordnung der Gerste

Die Gerste ist eine der altesten Kulturpflanzen, die sich durch eine kurze Reifezeit, ein hohes
Ertragspotential und eine auf3erordentliche dkologische Anpassungsfahigkeit auszeichnet. Ein
Vergleich der DNA-Muster heutiger Kulturgersten mit denen der Wildgerstenarten deutet dar-
aufhin, dass Israel mit grof3er Wahrscheinlichkeit das Ursprungsland der Domestikation war.
Heute ist die Gerste nach Weizen, Reis und Mais die am haufigsten angebaute Getreideart der
Welt (Graner und Altschmied, 2001

Zusammen mit Weizen (Triticum), Hafer (Avena), Roggen (Secale) und einiger weiterer Ge-
treidearten gehort die Gattung Hordeum zum Tribus der Triticeae, also zur Familie der Poaceae
(SuRgraser) und damit im Gegensatz zu Kartoffel, Zuckerriibe oder Raps zu den monokotylen
Kulturpflanzen. Die wichtigen Kulturarten der Gerste sind die Zweizeilige (Sommer-) Gerste
(Hordeum disticho) die auch Braugerste genannt wird und so die haufigste Verwendung an-
zeigt und die Mehrzeilige (Winter-) Gerste@grdeum vulgarg die vornehmlich als Futtermittel
eingesetzt wird.

Zur Zeit gibt es verschiedene europaweite Projekte zur Erforschung des Gerstengenoms, zu
denen auclGABI (Projektseite in Tabell&.1) gehdort. GABI steht fur dieGenonanalyse im
biologischen System Pflanze und ist ein Verbundvorhaben, das Projekte zur Analyse und Se-
quenzierung von Getreidegenomen durchfuhrt. Leider sind zum jetzigen Zeitpunkt, bis auf die
Einsicht in die EST-Klone, erst sehr wenige Daten aus dieser Datenbank erhaltlich. In der nach-
sten Zeit ist jedoch zu erwarten, dass Zugang auch zu den genomischen Klonen erhaltlich sein
wird, wie es bereits fir den vollstandig sequenzierten Organigmalsidopsis thalianaler Fall
ist.

1.2. Stress in Pflanzen

Bedingt durch ihre Ortsgebundenheit missen Pflanzen in der Lage sein, schnell und flexibel auf
veranderte Umweltbedingungen zu reagieren und sich anzupassen. Uber den Tag hinweg ver-
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andern sich Belichtungsverhaltnisse, Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Windstérke. Zusatzlich
treten Situation auf, die nicht zu diesen regelmafigen Schwankungen zahlen, wie beispielsweise
ein Pathogenbefall. Die Grenze zwischen "gutem" Stress, dem sogenannten Eustress, und dem
Distress ist dabei flieRend. Eustress wird als anregender und lebensnotwendiger Stress betrach-
tet, wohingegen Distress eine Form von Belastung bedeutet, die auf3erhalb tolerierbarer Grenzen
liegt und in der Konsequenz Schadigungen hervor&elye, 1955 Die Formen von Stress sind
ebenso vielfaltig wie die entsprechend entwickelten Abwehrmechanismen. Man unterscheidet im
Allgemeinen zwischen biotischen Stressfaktoren, wie dem Befall mit Viren, Pilzen oder Insekten
und abiotischen Stressfaktoren, wie Licht, Temperatur oder Salz.

1.2.1. Abwehrmechanismen gegen biotische Stressfaktoren

Abwehrmechanismen kénnen sowohl konstitutiv, als auch induktiv sein. Konstitutiv sind ver-
schiedene Strukturen, wie Stacheln, Dornen und Gift- oder Brennhaare zur Abwehr von Sauge-
tieren und Vogeln, oder die Verdickung von Zellwéanden durch Lignifizierung, Cutinisierung oder
Auflagerungen von Wachsen zur Abwehr von Insekten. Solche Strukturen dienen beispielsweise
auch der Anpassung an trockene oder heil3e Standorte. Zudem werden Abwehrstoffe gegen Fral3-
feinde, wie Terpenoide, Phenole und Alkaloide akkumuliert, die Ausgangstoffe flr verschiedene
toxische Verbindungen sindHéss, 200%

Zu den frih induzierten Abwehrmechanismen gehort die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) wie Superoxid (+©) und Peroxid (&), aber auch von Stickstoffmonoxid (NO). ROS
schadigen das Pathogen entweder direkt oder flihren zur vermehrten Bildung von Ligninen, to-
xischen Phenolen und zur Vernetzung von hydroxyprolinreichen Glykoproteinen der Zellwand,
wodurch diese stabilisiert wirddtte und Barz, 2000 Aul3erdem werden Benzoeséaure und die
daraus gebildete Salizylsdure an den Stellen der Infektion angereichert, die wiederum die Bil-
dung von "Pathogenesis Related"-Proteinen (PR-Proteine) induzidéess,(200%

PR-Proteine  wurden ursprtinglich als solche Proteine definiert, die von Genen der Wirtspflan-
zen kodiert und ausschlie3lich nach Pathogenbefall induziert wefdar(iw et al., 198). Da-

neben existieren jedoch auch verwandte Proteine, die bereits konstitutiv in uninfizierten Pflanzen
oder Geweben auftreten und deren Expression unter Pathogenbefall verstarkt wird. Diese Pro-
teine werden als "PR-like" Proteine bezeichnet. Die Grenzen zwischen beiden ist nicht immer
eindeutig, da es auch Proteine gibt, die in einer Pflanzenart konstitutiv sind, in der zweiten jedoch
erst induziert werden. Daher werden inzwischen beide Gruppen unter dem Begriff PR-Proteine
zusammengefasdtigthukrishnan et al., 2001
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Die ersten funf PR-Proteine wurden aus Tabakbléattern nach einer Infektion mit Tabakmosaik-
viren isoliert. Seitdem hat sich die Anzahl der sequenzierten und charakterisierten PR-Proteine
sowohl aus dikotylen, als auch aus monokotylen Pflanzen stark erhéht, so dass mittlerweile 14
Gruppen unterschieden werdeva( Loon und Van Strien, 1999Die Einteilung erfolgt nach
Aminosauresequenz und biochemischen Funktionen, wobei sich die Mitglieder einer Gruppe
aber in Molekulargewicht, isoelektrischem Punkt (pl) und immunologischer Kreuzreaktivitat
unterscheiden konnen. Viele PR-Proteine mit saurem pl werden in den extrazellularen Raum
abgegeben, wohingegen basische PR-Proteine meist in der Vakuole auftreten.

Die Funktionen der PR-Proteine sind vielféltig. Es gibt beispielswei$eg8-Glucanasen (PR-

2) und Chitinasen (PR-3, PR-4, PR-8, und PR-11), die die Zellwandbestandteile verschiedener
Pilze (Glucan und Chitin) zerstéren kénnen. Dabei werden zum einen Oligosaccharide frei-
gesetzt, die wiederum die Expression weiterer PR-Proteine induzieren und zum anderen die
Zellwandstrukturen der Pilzzellen selbst aufbrechieggfand et al., 1987 Weithin gibt es als
"thaumatin-like" bezeichnete Proteine (TLPs, PR-5), die ebenfalls Pilzhyphen angreifen kon-
nen. Proteine der Gruppe PR-6 inhibieren Proteasen von Insekten oder Mikroorgar@esm (

und Ryan, 197f Proteine der Gruppe PR-9 sind ligninbildende Peroxidagehansson und
Karlsson, 199Bund einige Proteine (PR-10) besitzen RNase-Aktivikdbiceyev et al., 1994
Letztlich werden zudem auch Thionine (PR-13) und Lipidtransferproteine (PR-14) zu den PR-
Proteinen gezahlMan Loon und Van Strien, 1999Die Hauptfunktion der PR-Proteine besteht
also sowohl in der Erzeugung von Signalmolekulen als auch in der aktiven Abwehr von Patho-
genen. Jedoch wird ihnen ebenfalls eine Rolle in der Pflanzenentwicklung zugesprochen.

Wichtige Signalstoffe bei der Pathogenabwehr sind Jasmonsaure und Eivgstiehack und
Hause, 200R Jasmonsauremethylester wurde zuerst in den atherischen Olen von Jasmin und
Rosmarin gefunden und nach der Entdeckung der wachstumshemmenden und Seneszenz verur-
sachenden Wirkung bei Pflanzen in die Klasse der Phytohormone aufgenommen. Bei der Patho-
genabwehr ist Jasmonsaure ein sekundérer Botenstoff und akkumuliert nach mechanischer Ver-
wundung, Pathogenbefall und osmotischem Stress, wodurch wiederum die Synthese von Ethylen
stimuliert wird, welches auch in Zusammenhang mit der Férderung der Fruchtreife steht. Syste-
min, ein Peptidhormon, wird an der Stelle einer Verletzung gebildet und flhrt systemisch zur
Expression verschiedener Abwehrgene, indem es lUber Jasmonsaure als SignalUbertrager wirkt
(Farmer, 1994

1.2.2. Abwehrmechanismen gegen abiotische Stressfaktoren

Abiotische Stressfaktoren treten weit haufiger auf, als allgemein vermutet wird. Hitzeschock oder
Lichtstress sind beispielsweise keine auf3ergewdhnlichen Bedingungen an extremen Standorten
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wie der Wiste, sondern betreffen auch Pflanzen in européischen Breitengraden. So wird Hitze-
schock als eine kurzfristige Temperaturerhhung von ca. 10 °C und Hochlicht als eine Lichtin-
tensitat von tber 1 500 YUE definiert. Beide Bedingungen findet man bereits an einem klaren Som-
mertag um die Mittagszeit.

Waéhrend bei einem Hitzeschock die Synthese der meisten Haushaltsproteine reduziert wird,
steigt die Expression der sogenannten Hitzeschockproteine ("Heat shock protein”, HSP) an.
HSPs bilden eine grol3e Familie mit konservierten Sequenzen, die in allen Organismen vorkom-
men und in vielen verschiedenen Kompartimenten der Zelle, wie Kern, Cytosol, Mitochondrien,
Chloroplasten und Endoplasmatischem Reticulum (ER) vertreten sind. Weiterhin gibt es ver-
schieden zu den HSP hoch homologe Proteine ("Heat shock cognate”, HSC), die jedoch konsti-
tutiv bei gemafigten Temperaturen auftreten und eine ahnliche Funktionen wie die HSP unter
Nichtstressbedingungen ausiiben. Die wichtigste Funktion ist die Stabilisierung zelluléarer Pro-
teine und die Unterstitzung ihrer korrekten Faltung. HSCs werden daher auch als molekulare
Chaperone bezeichnet, die ebenfalls beim intrazellularen Proteintransport und bei der Ausbil-
dung von Multimeren helfenKruse et al., 1993Chen et al., 1994 Chaperonine sind eine
Gruppe strukturverwandter Proteine aus Bakterien, Mitochondrien oder Chloroplasten, zu de-
nen beispielweise auch das RubisCO-bindende Protein und der GroEL/GroES-Komplex aus
coli gehort George et al., 2004

Pflanzen verfiigen zudem uber eine Vielzahl von Mechanismen, die einer Schadigung durch
Lichtstress entgegenwirken. Neben morphologischen (Haare), anatomischen (Epidermis und Cu-
ticula) und zellularen (Anthocyane) Einrichtungen spielen Lichtschutzmechanismen im Chloro-
plasten eine besondere Rolle. Neben einer Umwandlung der tiberschiissigen Lichtenergie in War-
me und Fluoreszenz durch Carotinoide und die Chlorophyll-Fluoreszenz spielen enzymatische
Reaktionen eine Rolle, die die entstandenen reaktiven Sauerstoffspezies unschadlich machen.
Carotinoide wandeln bei der Inaktivierung von angeregtem Triplett-Chlorophyll und Singulett-
Sauerstoff Anregungsenergie in Warmeenergie um. Diese carotinoidvermittelte Energiedissi-
pation ist um den Faktor funf effektiver als die dem gleichen Zweck dienende Chlorophyll-
Fluoreszenz. Eine besondere Rolle spielt der Xanthophyllzyklus. Zeaxanthin kann unter Licht-
einwirkung durch Deepoxidation aus Violaxanthin entstehen. Im Dunkeln erfolgt die Umkehr-
reaktion (Epoxidation). Violaxanthin fungiert somit als Puffer fur die kurzfristige Reaktion auf
Lichtstress (schnelle Umwandlung in Zeaxanthin), flhrt aber auch zur langfristigen Adaption
durch eine gesteigerte Synthese. Die bei Lichtstress durch eine Elektronentibertragung von redu-
zierten Komponenten des Photosystems | auf Sauerstoff entstehenden Superoxidanion-Radikale
(*O?7) werden durch Superoxid-Dismutase zu Wasserstoffperoxi®{Humgesetzt. Das aus
«0%*~ gebildete @~ wird durch die Ascorbat-Glutathion-Redoxkette zu Wasser reduziert und
dadurch unschéadlich gemacht. Fiir das aus einer Reaktior @0?~ entstehende Hydroxylra-
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dikal (*OH) existieren keine spezifischen Abbaumechanismen. Im Chloroplasten liegen jedoch
unspezifisch wirkende Radikalfanger (Ascorha{focopherol, Glutathion) und Catalasen vor,
die dieses Radikal abfangen kénnen (Westhoff, 1996)

Neben den oben beschriebenen tiberwiegend kurzfristigen Strategien zum Schutz gegen Licht-
stress kann bei Pflanzen eine langfristige Stressantwort auf der Ebene der Genexpression nachge-
wiesen werden. Zu diesen sogenannten Lichtstressproteinen zahlen die ELIPs, HL#13 und HL#2
(Potter et al., 1996

ELIPs sind positiv unter Lichtstress regulierte Proteine und bisher sehr weitgehend untersucht.
Sie wurden bei der Ergrinung etiolierter Gersten- und Erbsenpflanzen als schnell und transi-
ent exprimierte Proteine entdeckt und wurden dalrR/ Light InducibleProteins” genannt
(Meyer und Kloppstech, 19845rimm und Kloppstech, 1987Es handelt sich um kernkodier-
te, plastidare Proteine mit drei Tansmembrandomanen, die im Cytosol als Vorstufenproteine mit
Transitsequenz translatiert und nachfolgend in den Chloroplasten importiert und in die Thy-
lakoidmembran integriert werden. ELIPs zeigen Sequenzhomologien zu den Clorophylla/b-
bindenden Proteinen des Lichtsammelkomplexes und sind mdglicherweise selbst in der Lage,
Chlorophylla zu bindenAdamska et al., 2001 ELIPs treten nicht nur bei der Ergriinung in
Erscheinung, sie werden auch bei grinen Pflanzen unter Hochlichteinfluss gebildet, wobei zu-
satzlicher Kaltestress synergetisch wiktd@mska und Kloppstech, 199lontane et al., 1997
Neuere Untersuchungen zeigen, dass ELIPs entweder durch Bindung von Chlorophyllen, die un-
ter Lichtstress von pigmentbindenden Proteinen freigegeben werden, oder durch Stabilisierung
dieser Proteine vor photooxidativem Stress schitkeni et al., 2003

Auf der Suche nach weiteren Proteinen, die unter Lichtstress eine veranderte, positiv regulierte
Expression zeigen, wurden durch eine Subtraktionsklonierung lichtstressinduzierbare cDNAs
aus den Primarblattern der Gerste isoliert. Die Klone HL#2 und HL#H3g{l Light"-Klone
Nummer 2 und 13) wurden nachfolgend genauer analysiert.

HL#13 entspricht der P-Untereinheit der Glycindecarboxylase. Dieses Enzym ist ein kernko-
diertes, mitochodriales Protein, das in Zusammenhang mit der Photorespiration steht. HL#13
wird wie die ELIPs wahrend der Ergriinung und unter Hochlicht akkumuliert, ist jedoch bereits
konstitutiv in etiolierten Blattern enthalten. Der mRNA-Level steigt daher nicht so stark, wie der
des LHC II (Light Harvesting Complex Il) unter Ergrinungsbedingungen. Potter et al. (1996)
zeigen, dass nicht nur Chloroplastenproteine, sondern auch Proteine der Mitochondrien unter
Lichteinfluss stehen.

Eine ahnliche transient erhéhte Expession wahrend der Ergrinung wie die der ELIPs zeigt
die mRNA des HL#2-Proteines, das Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist und deshalb im
folgenden Abschnitt ausfihrlicher beschrieben wird.
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1.3. HL#2 und Horcolin

Die nachfolgenden Daten fassen die wesentlichen, zu Beginn der vorliegenden Arbeit bekannten
Ergebnisse der Untersuchungen zu HL#2 und Horcolin zusammen, die in der Vergangenheit
veroffentlicht wurden Rotter et al., 1996Menhaj, 1998 Menhaj et al., 1999Mishra et al.,
1999 Rupprecht, 2001Grunwald, 2002

HL#2 wurde entsprechend einer Subtraktionsklonierung ebenfalls als eine durch Lichtstress
induzierbare cDNA aus Gerstenblattern isoliert. Die folgenden Untersuchungen zeigten, dass
HL#2 konstitutiv in etiolierten und ergrinten Primarblattern exprimiert wird, die mRNA jedoch
unter Hochlichteinfluss und wahrend der Ergriinung akkumuliert. Unter Lichtstress steigt der
MRNA-Level innerhalb weniger Stunden an und verbleibt dann auf dem erhhten Level, solange
der Stress andauert. Je starker der Lichtstress, desto mehr HL#2-mRNA akkumuliert (getestet
bis 2000 hE ). Bei einer anschlielenden Erhohlungsphase nimmt die Transkriptmenge inner-
halb weniger Stunden wieder ab. Die erhdhte Expression wahrend der Ergrinung ist jedoch nur
transient. Hierbei steigt der Transkriptlevel innerhalb von zwei Stunden um etwa das Zehnfache
auf einen maximalen Wert, um dann wéhrend der nachsten 24 Stunden langsam wieder auf den
Ausgangswert abzusinken. Die mMRNA-Mengen von HL#2 schwanken leicht im Tagesverlauf, so
dass von einer circadianen Rhytmik mit einem Maximum wenige Stunden nach dem Beginn der
Lichtphase ausgegangen werden kann. Vergleiche auf der Nukleotidebene ergaben bereits erste
Hinweise zur Verwandtschaft mit den cDNAs zu stressinduzierbaren Protein@ryessativa
(Potter et al., 1996

Durch die Uberexpression und Aufreinigung des HL#2-Proteines durch Menhaj (1998) ist es
gelungen, einen Antikdrper gegen das Fusionsprotein aus HL#2 und Glutathion-S-Transferase
(GST) herzustellen, der im Western Blot neben der Bande des HL#2 mit einem apparenten Mole-
kulargewicht von 18 kDa eine zweite, 15,5 kDa grol3e, kreuzreaktive Proteinbande erkennt. Die-
ses Protein wurde urspringlich HL#2* oder "kleines" HL#2 genannt und unter diesem Namen
auch erstmals verdffentlichiMenhaj, 1998 Menhaj et al., 1999Mishra et al., 1999 Beide
Proteine sind l6slich. Man ging davon aus, dass beide Proteine mdglicherweise unterschiedliche
Produkte des gleichen Genes seien, die sich im N-Terminus unterschieden. Die Aufreinigung
und Sequenzierung dieses zweiten Protei&sifwald, 2002 ergab schliel3lich, dass es sich
zwar um ein eng verwandtes Protein handelt, doch dass es durch ein eigenes Gen kodiert wird,
wobei beide Gene vermutlich in einfacher Kopie im Genom der Gerste vorliegen. Auch konn-
te gezeigt werden, dass HL#2* gewebespezifisch nur in den Koleoptilen auftritt, wohingegen
HL#2 sowohl in Blatt, Koleoptile und in geringerer Konzentration auch in der Wurzel vorkommt
(Menhaj et al., 1999Rupprecht, 2001l Aufgrund der nachfolgenden Charakterisierung durch
Sequenzvergleiche und biochemischer Eigenschaften wurde HL#2* HorEldimdéum vulga-
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re coleoptile lecin) genannt und tritt unter diesem Namen in den spateren Publikationen auf
(Grunwald, 2002

Fur weitere Untersuchungen des HL#2 auf Proteinebene ist von Grunwald (2002) ein zwei-
ter Antikorper gegen ein Peptid des HL#2 hergestellt worden, der spezifisch fur HL#2 ist und
andere verwandte Proteine, wie das Horcolin nicht erkennt. Die Untersuchungen zeigten, dass
die HL#2-mRNA zwar nur bei Lichtstress akkumuliert, der Proteinlevel in allen Versuchen zur
Hochlichtinduktion dagegen unverandert bleibt. In etiolierten Koleoptilen ist das Protein nicht
nachweisbar und wird erst bei der Ergtiinung gebildet. Zudem konnte eine erh6hte Expression
von HL#2 nach Jasmonatbehandlung sowohl auf mMRNA, als auch auf Proteinebene gezeigt wer-
den. Fir Horcolin wurden bisher keine Untersuchungen zu Transkriptmengen vorgenommen.

Es handelt sich bei HL#2 und Horcolin um Proteine mit Lektineigenschaften. Sequenzhomo-
logien zeigen eine Verwandtschaft mit den jacalinverwandten Lektinen aus verschiedenen Pflan-
zen, wie beispielsweise Calsepa dtalystegia sepiunfPeumans et al., 200pbHeltuba aus
Helianthus tuberosugévan Damme et al., 199und Ipomoelin aus der SuR3kartofféim@nishi
etal., 1997.

1.4. Lektine in Pflanzen

Lektine sind kohlenhydratbindende I6sliche Proteine ohne enzymatische Aktivitat gegentber den
gebundenen Zuckerresten. Aufgrund des multimeren Aufbaus in Form von Di-, Tetra- oder He-
xameren sind sie in der Lage, Glykoproteine und Glykolipide bzw. Zellen, die entsprechende
Zuckerreste auf ihrer Oberflache enthalten, zu vernetzen und dadurch zu féallen (agglutinieren).
Lektine wurden erstmals durch die erythrozytenagglutinierenden Eigenschaften von Pflanzen-
extrakten entdeckt. Sie kommen aber auch bei Bakterien, Wirbellosen und Saugetieren vor. Bei
Schnecken und Krebsen bauen sie ein primitives Abwehrsystem auf, bei Sdugern hingegen die-
nen sie der Zell-Zell-Erkennung und der Bildung von Kontakten zwischen Tumor und Killerzel-
len oder Makrophagen. AuRerdem wirken sie mitogen und stimulieren die interzellulare Kom-
munikation durch die Freisetzung von Botenstoffen, wie z. B. den Interferonen.

Ihre biologischen Funktionen in Pflanzen sind bisher nicht geklart. Man vermutet jedoch eine
Rolle bei der Zellerkennung, wie z. B. bei der Erkennung der symbiontischen Kndllchenbakterien
durch die Zellen der Wurzelhaare bei Leguminosen. Einige in Samen vorkommende Lektine sind
fur tierische Organismen hochgiftig, sie wirken gleichzeitig als Vorratsproteine und als Schutz
vor Fral3feinden.

Untersuchungen der Pflanzenlektine auf molekularbiologischer und biochemischer Ebene,
einschlief3lich der Strukturanalyse erlaubte die Einteilung dieser heterogenen Gruppe in sieben
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Familien mit strukturell und evolutionéar verwandten ProteinBeaymans et al., 20DINeben

den klassischen gro3en Familien der Lektine der Leguminosen, der chitinbindenden Lektine, der
Typ-2-Ribosomen-inaktivierenden Proteine und der mannosebindenden Lektine der Monokoty-
len, betrachtet man die Amaranthine, die Phloemlektine der Cucurbitaceae und die jacalinver-
wandten Lektine als separate kleine Familien.

Wahrend der letzten Jahre wurde der letztgenannten Familie viel Aufmerksamkeit gewidmet,
da sie bei Hoheren Pflanzen weit verbreitet ist und mdglicherweise eine Rolle in der Patho-
genabwehr spielt. Nach der ersten Isolierung des T-Antigen-spezifischen Agglutins Jacalin aus
Samen des Jackfruchtbaumdstcarpus integrifolia (Sastry et al., 1986 wurden Proteine
ahnlicher Sequenz innerhalb weniger Gattungen der Familie der Maulbeergewéchse (Moraceae)
gefunden. Die Entdeckung weiterer jacalinahnlicher Lektin€afystegia sepiurfConvolvula-
ceae) Yan Damme et al., 1996Helianthus tuberosugAsteraceae)\an Damme et al., 1999
undMusa acuminatgMusaceae)feumans et al., 200Paeigt jedoch, dass die jacalinverwand-
ten Lektine keineswegs nur auf die Familie der Moraceae beschranktZiadd et al., 2000
Nach Peumans et aRQOO0b lasst sich die Gruppe der jacalinverwandten Lektine aufgrund ihrer
Zuckerbindungseigenschaften weiter in zwei Untergruppen unterteilen: in die galaktosebinden-
den und die mannosebindenden Lektine.

Aufgrund neuester Untersuchungen mittels der Fluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisa-
tion des galaktosespezifischen Jacalin in der Vakuole der Samen des Jackfruchtbaumes und des
mannosespezifischen Calsepa im Cytoplasma des Rhizom€algstegia sepiunpostuliert.
Aufgrund dieser Erkenntisse stellen Peumans et al. (2000b) die Hypothese auf, dass die bei-
den oben genannten Untergruppen der jacalinverwandten Lektine in unterschiedlichen zellularen
Kompartimenten lokalisiert sind.

In Reispflanzen induziert Salzstress (in Form von NacCl) die Synthese eines mannosebinden-
den Lectins, das in den zwei Isoformen Orysatal und Orysata 2 auftritt. Zhang et al. (2000)
nehmen an, dass die nativen Proteine Dimere sind, die aus zwei identischen etwa 15 kDa grof3en
Untereinheiten bestehen. Sequenzvergleiche bestatigen die Verwandtschaft von Orysata mit den
Lektinen Calsepa (auSalystegia sepiujnund Heltuba (ausielianthus tuberosysaus der Fa-
milie der jacalinverwandten Lektine. Weiterhin ist die N-terminale Aminosauresequenz nahezu
identisch mit der abgeleiteten Aminosauresequenz der SalT-cDN®pgw= sativa(in Positi-
on 7 enthalt SalT Leucin statt Prolin). Garcia et 4098 zeigen, dassalT ein salzinduziertes
Protein kodiert, dessen mRNA bei Salzbehandlung mit 1% NaCl in Wurzel und Blatt akku-
muliert. Weiterhin wird die Expression positiv durch Jasmonat und ABA reguliert. Zhang et al.
(2000) gehen aufgrund der 97 %igen Sequenzhomologie davon aus, dass SalT ebenfalls zu der
Gruppe der Lektine gehort und beschreiben damit des erste Lektin, das speziell durch Salzstress
induziert wird. Ein drittes Protein, welches ebenfalls im N-terminalen Bereich mit SalT und Ory-
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sata beinahe identisch ist, wurde von Hirano et2000 aus Reis isoliert und aufgrund seiner
zuckerbindenden Eigenschaft MRL (mannose-binding rice lectin) genannt.

Im Gegensatz zu den verwandten Lektinen, die vorwiegend im Cytosol oder der Vakuole vor-
kommen, werden HL#2 und Horcolin als apoplastidare Proteine diskutiert. So konnte Horcolin
und in geringeren Mengen auch HL#2 in der Interstitiellen Waschflissigkeit (IWF) nachgewie-
sen werdenNlishra et al., 1999 Immunlokalisationen mit den vorhandenen Antikérpern in der
Elektronen- und Fluoreszenzmikroskopie bestatigen desriwald, 2002Rupprecht, 2001

1.5. Der Apoplast

Der Begriff Apoplast wurde zuerst 1930 von E. Minch verwendet. Er beschrieb den Apopla-
sten als einen wassrigen Raum, der die Protoplasten umschlief3t, wobei Interzellularraume dazu
zahlen, sofern auch sie Wasser enthalten. Heute wird die Gesamtheit aller Zellwande mit den
Zellzwischenrdumen allgemein als Apoplast bezeichnet und dem Symplasten als der Gesamtheit
der durch Plasmodesmen verbundenen Protoplasten gegeniubergestellt. Die apoplastidéare Matrix
ist jedoch nicht gleichférmig, sondern lasst sich in bestimmte Bereiche unterteilen. So wird zwi-
schen dem Xylem-Lumen-Apoplasten, dem Zellwand-Apoplasten und dem Interzellularraum-
Apoplasten unterschieden. Fur diese Unterbereiche gelten verschiedene Regeln und Umgebungs-
bedingungen. Im Xylem wird das Wasser aus den Wurzeln entweder passiv Uber den Transpira-
tionsstrom, hervorgerufen durch das Wasserpotentialgefalle zwischen Pflanze und umgebender
Atmosphére, oder aktiv unter ATP-Verbrauch durch den Wurzeldruck in die oberirdischen Teile
der Pflanze geleitet. Der Lumen-Apoplast ist daher vergleichsweise stabil aufgebaut, um den dort
herrschenden Kraften widerstehen zu kénnen. Im Zellwand-Apoplasten diffundieren Losungen
oder Wasser passiv. Interzellularraume sind wiederum oft gas- bzw. luftgefillte R&amey(

1995.

Neben der Abgabe von Wasserdampf kommt es ebenfalls zu einer Abgabe von Wassertropfen,
die als Guttation bezeichnet wird. Nach der oben beschriebenen Einteilung muss diese aktive
Wasserabgabe dem Xylem-Apoplasten zugeordnet werden. Durch Guttation wird die Versorgung
der oberirdischen Pflanzenteile mit gelosten Nahrstoffen gewahrleistet, auch wenn das Wasserpo-
tentialgefélle bei feuchter Umgebungsluft sinkt. Die Wasserabgabe selbst geschieht durch Hyda-
thoden, die man wiederum in passive und aktive unterteilen kann. Passive Hydathoden scheiden
Wasser infolge des Wurzeldruckes aus, bei aktiven liegen Wasserdriisen vor, die vom Wurzel-
druck unabhangig sind (Sitte et al., 1991).

Lange Zeit wurde dem Apoplasten geringe Funktionen zugesprochen. Spatere Untersuchun-
gen zeigten jedoch, dass die extrazellulare Matrix keineswegs ein reiner Speicher- und Trans-
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portraum ist, sondern neben der Funktion des apoplastidaren Wassertransportes und der Phloem-
beladung mit lonen und organischen Verbindungen auch das Kompartiment darstellt, das mit
der Umwelt in Kontakt tritt. Im Apoplasten werden Veranderungen der Umwelt und Stressbe-
dingungen, wie beispielsweise osmotischer Stress und Pathogenbefall erkannt und Signale tber
die Membran an die Zellen weitergeben. Die Abwehr- oder Anpassungsreaktion erfolgt dann
entweder intrazellular, oder wieder in der extrazellularen Matbieiz, 2001 Hoson, 1998
Hierbei werden auch Proteine, meist tUber den vesikularen Transportweg des ER/ Golgi, Uber die
Plasmamembran in die apoplastidare Matrix abgegeben. Diese zahlen nicht nur zu den Proteinen
der Zellwand, sondern haben verschiedene Funktionen. Zu diesen Proteinen gehoren u. a. auch
einige der in Abschnitll.2.1beschriebenen PR-Proteine. Meist sind die Proteine des Apopla-
sten Enzyme, die im Zusammenhang mit der Abwehr von biotischem und abiotischem Stress
gebildet werden, wie beispielsweise verschiedene Isoenzyme von Peroxidasen nach Mehltau-
befall in Gerste $cottCraig et al., 1995 verschiedene PR-Proteine nach Aluminiumchlorid-,
Phosphat- oder Salicylsdurebehandlung und Mehltaubefall in G@estea§ et al., 199Tamas
und Huttova, 1996Tamas und Huttova, 199®&der3-1,3-Glucanase- und Chitinase-Isoformen
nachXanthomonas campestiisfektion von Paprikal(ee und Hwang, 1996

Auch in der Guttationsflissigkeit sind Proteine zu finden, die zu den PR-Proteinen gezéhlt wer-
den. So kdnnen wiederum PeroxidasérGlucanasen, Chitinasen und Proteasen nachgewiesen
werden Grunwald et al., 2003 die vermutlich zum Abwehrsystem der Pflanze beitragen und
die Hydathoden vor dem Eindringen von Mikroorganismen schitzen kofodmi(et al., 1999

10
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1.6. Arbeitsprogramm

HL#2 und Horcolin aus der Gerste sind eng miteinander verwandte Mitglieder einer weit verbrei-
teten Proteinfamilie mit Lektineigenschaften. Diese Familie umfasst jacalinverwandte Proteine,
die in der Lage sind, spezifisch an verschiedene Zuckerreste wie Mannose oder Galaktose zu
binden. HL#2 und Horcolin stellen hier eine Besonderheit dar, da sie, im Gegensatz zu den ver-
wandten, cytoplasmatisch beschriebenen Proteinen mit grol3er Wahrscheinlichkeit apoplastidar
lokalisiert sind. Dieses Vorkommen im Apoplasten soll durch die Isolierung der Interstitiellen
Waschflussigkeit (IWF) mit adaquaten Kontrollen untersucht werden. Auch ist die Art des Ex-
portweges bisher ungeklart, da weder HL#2 noch Horcolin Uber ein bekanntes N-terminales
Signalpeptid fir den vesikularen Transport Gber das ER/Golgi-Membransystem verfligen. Es
wird daher von einem bislang unbekannten Transportweg ausgegangen, der in der vorliegenden
Arbeit naher untersucht werden soll.

Zudem konnten bislang aufgrund des Fehlens der genomischen Sequenzen weder die Struk-
turen der Gene von HL#2 und Horcolin bestimmt und Genkarten erstellt, noch eindeutige Aus-
sagen Uber die Kopienzahl im Genom vorgenommen werden. Diese offenen Punkte sollen durch
die Isolierung genomischer Klone fir HL#2 und Horcolin geklart werden. Dadurch werden auch
Aussagen tber Promotorregionen getroffen werden kénnen. Da Horcolin nur in den Koleoptilen
der Gerste exprimiert wird, HL#2 jedoch sowohl in Blatt und Koleoptile, kann von unterschiedli-
chen, bei Horcolin gewebespezifischen Promotoren ausgegangen werden. Die Promotoren beider
Gene sollen miteinander verglichen und hinsichtlich ihrer Regulation analysiert werden. Diese
Versuche sollen mittels Klonierung vor ein Reportergen und anschlieRender Transformation er-
folgen.

Die fur HL#2 bereits durchgefiihrten Versuche auf Protein- und mRNA- Ebene zum Einfluss
verschiedener Umweltfaktoren auf die Genexpression sollen auf Horcolin ausgeweitet werden,
um Ruckschlisse auf die mogliche koleoptilspezifische, stressinduzierte Regulation der Expres-
sion ziehen zu kdnnen.

Aufgrund der vermutlich apoplastidaren Lokalisation beider Proteine und der Lektineigen-
schaften sind HL#2 und Horcolin Proteine mit besonderen biochemischen Eigenschaften. Diese
sollen unter besonderer Beriicksichtigung der spezifischen Zuckerbindungsfahigkeiten und Quar-
tarstrukturen naher untersucht werden. Uber die Funktionen von HL#2 und Horcolin, beispiels-
weise bei einer Bindung an Zellwandkomponenten zur Stabilisierung unter Stressbedingungen
oder bei der Pathogenabwehr, kann bislang nur spekuliert werden. In der vorliegenden Arbeit
soll es gelingen, der Funktionsaufklarung etwas naher zu kommen.

Weiterhin wurde bereits friher ein fir HL#2 spezifischer Peptidantikorper hergestellt. Einen
fur Horcolin spezifischen gibt es jedoch noch nicht, so dass dieses Protein bisher nur Gber den

11
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kreuzreaktiven Antikdrper gegen das Fusionsprotein aus HL#2 und GST nachgewiesen werden
kann. Dieser Antikdrper erkennt jedoch auch weitere Mitglieder der jacalinverwandten Lektine.
Es soll daher ein fiir Horcolin spezifischer Peptidantikorper hergestellt werden, der eine eindeu-
tige Unterscheidung von HL#2 und Horcolin erlaubt.

Uber die Zusammensetzung und Funktionen von Proteinen im Apoplasten ist bisher wenig be-
kannt. Proteine konnten ebenfalls in der Guttationsflissigkeit der Gerste nachgewiesen werden.
Um HL#2 und Horcolin als apoplastidare Proteine im grof3eren Zusammenhang betrachten zu
kénnen, soll die Proteinzusammensetzung der IWF mittels 2D-Gelelektrophorese und Proteinse-
guenzierung (Massenspektrometrie) analysiert und mit den Daten der Versuche zur Guttations-
flussigkeit verglichen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial und -anzucht

GerstensamerHordeum vulgarecv. Apex, ungebeizt, der Firma CEBECQ&EN GMBH)

werden auf feuchtem Vermiculit JTSCHEVERMICULITE GMBH) ausgesat, mit einer 2 bis

3cm dicken Schicht Vermiculit bedeckt (Dunkelkeimer) und die Pflanzen in Klimakammern
bei 24 °C im 12 h Licht/12 h Dunkel - Rhytmus (Beginn der Lichtphase um 6.00 Uhr) und einer
Lichtintensitat von etwa 120 PE (LeuchtstoffrohremBps TLD 36W /33 oder & VANIA GTE
Standard F36W /133 "Cool White") angezogen. Die Pflanzen werden mit Leitungswasser ge-
gossen. Diese Parameter gelten im Weiteren fir die Bezeichnung Anzucht oder Inkubation unter
"Normalbedingungen"”.

Fir etiolierte Pflanzen erfolgt die Anzucht in abgedunkelten Klimakammern bei 24 °C.

Nach 5 bis 6 Tagen erreichen die Primarblatter aus der Anzucht unter Normalbedingungen eine
Lange von ca. 8 cm, die Koleoptile eine Lange von ca. 3 cm. Die Primarblatter aus Dunkelanzucht
wachsen ebenso schnell, sind jedoch bis zum 5. Tag der Anzucht vollstandig von der Koleoptile
ummantelt (ca. 7 cm). Erst an Tag 6 stellt sich das Koleoptilwachstum langsam ein und die Spitze
des Primarblattes schiebt sich aus der Koleoptile.

2.1.1. Behandlungen
2.1.1.1. Hochlicht

Fur eine Hochlichtbehandlung bei 1500 puE (Metalldampflampen [HQI-T 400W /D] ven O
RAM) in Klimakammern wurden 6 Tage alte und unter Normalbedingungen angezogene Ger-
stenpflanzen verwendet. Um ein zu starkes Erwarmen des Topfes zu vermeiden und eine optima-
le Ausleuchtung der Blatter zu erreichen, wird die Oberflache des Vermiculits mit Perligran G
(DeUTSCHEPERLITE GMBH) bestreut, so dass das eingestrahlte Licht zum Grol3teil reflektiert
wird. Perligran G ist pH-neutral und salzfrei und hat auf das Pflanzenwachstum keinen Einfluss.
Je nach Versuchansatz wurden 5 °C (Hochlicht und Kéalte) oder 24 °C als Umgebungstemperatur
(nur Hochlicht) gewahltNontane et al., 1997
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2. Material und Methoden

2.1.1.2. Phytohormone

Die Behandlungen mit Jasmonat und Abscisinsaure (ABA) erfolgten entweder als Bad- oder
Boxversuche. Bei den Boxversuchen werden ganze Pflanzen in Tépfen mit 45 uM Methyljas-
monat (FRMENICH) bzw. 100 uM ABA-LAsung (8MA, A-1049) (jeweils in Leitungswasser)
sowohl gegossen, als auch bespriiht. Um zu vermeiden, dass die leichtfliichtigen Hormone zu Re-
aktionen bei benachbart angezogenen Pflanzen fihren, werden die Behandlungen in abgeschlos-
senen Plexiglascontainern durchgefihrt. Da auf diese Weise im Vergleich zur Normalanzucht
sowohl die Luftfeuchtigkeit steigt, als auch die Lichtverhaltnisse variieren, werden Kontroll-
pflanzen auf dieselbe Art behandelt, jedoch nur mit Leitungswasser gegossen.

Bei den Badversuchemienhaj et al., 199Pwerden die Primarblatter dicht an der Basis abge-
schnitten, von den Koleoptilen getrennt und mit diesen schwimmend auf den Hormonldésungen in
geschlossenen Glasgefal3en inkubiert. Kontrollpflanzen werden auch hier nur mit Leitungswasser
behandelt.

2.1.1.3. Salz

Die Pflanzen werden zunachst unter Normalbedingungen angezogen, jedoch nach der Keimung
nur noch wenig gegossen, so dass das Vermiculit zu Beginn der Salzbehandlung leicht trocken
ist und die gewtinschte Salzkonzentration nicht durch verbliebenes Giel3wasser reduziert wird.
Die Topfe werden taglich mit der gleichen Menge der gewlnschten Salzlésung (1,5 bis 3,0 %
NacCl in Leitungswasser, je hach Versuchsanordnung) gegossen. Vergleichspflanzen werden hier
wiederum nur mit Leitungswasser behandelt.

2.1.2. Aufbereitung des Pflanzenmaterials

Je nach Fragestellung wurden entweder Primarblatter mit den Koleoptilen knapp Gber dem Sa-
men abgeschnitten und gemeinsam weiter behandelt oder die Primérblatter vorsichtig aus den
Koleoptilen gezogen, die Koleoptile danach tiber dem Samen abgeschnitten und getrennt weiter-
behandelt.

Das Pflanzenmaterial wird bei der Probenahme sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bei —70 °C gelagert. Zur Aufbereitung wird das gefrorenen Material in einer Planetenmuhle (Pul-
verisette 5 von RITscH) 5min bei 360 rpm gemahlen, wieder gekihlt und entweder bei —70 °C
gelagert oder in Extraktionspuffer direkt suspendiert.

Fur native Aufreinigungen wurde das Pflanzenmaterial nicht eingefroren, sondern direkt nach
der Ernte in eisgekuhltem Extraktionspuffer (siehe ut& mittels 10 ml-Glashomogenisator
(B. BRAUN MELSUNGENAG) homogenisiert.
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2. Material und Methoden

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Isolierung von genomischer DNA aus Hoheren Pflanzen

10 ml CTAB-Puffer werden kurz vor Gebrauch mit 203tMercaptoethanol versetzt, darin 1 g

bis 3 g unter flissigem Stickstoff gemahlenes Pflanzenmaterial aufgenommen und 1 h bei 65°C
im Wasserbad inkubiert. Wahrenddessen wird die Suspension in kurzen Abstanden geschuttelt.
Die Zellbruchstiicke werden dann 20 min bei 2000 xg und RT (Raumtemperatur) abzentrifugiert
und der Uberstand mit dem gleichen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und
gemischt, um Proteine zu denaturieren und aus der Lésung zu entfernen. Nach weiteren 30 min
Zentrifugation (wie vor) wird zur Fallung der Nukleinsauren der Uberstand mit dem gleichen
Volumen Isopropanol gemischt. Die hochmolekulare DNA fallt als gut sichtbare, fadige Struktur
aus und wird mit einer zu einem Haken gebogenen Pasteurpipette ausgedreht. Um verbliebene
Salze auszuwaschen und das restliche Isopropanol zu entfernen, wird die DNA in 70 % Ethanol
gewaschen und an der Luft bei RT getrocknet. Je nach GroRRe des Pellets wird die DNA in 50
bis 200 pl ddHOgeldst und bei —20 °C gelageRdyle und Doyle, 1990 Zur photometrischen
Bestimmung der Konzentration von DNA in pg / ml gilt folgende Beziehung:

Cpna =90 - fVerdl'jnnung‘ OD260nm

Bei der Verwendung der genomischen DNA fir besondere Methoden, bei denen eine Konta-
mination mit RNA stoérend ist, kann an die beschriebene Isolierung ein RNase A-Verdau ange-
schlossen werden. Hierfir wird die DNA-LOsung mit DNase-freier RNase A zu einer Endkon-
zentration von 50 ug /ml versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Die so behandelte DNA laf3t sich
anschlie3end durch Behandlung mit PCI (pH 8,0) aufreinigen und durch einstindige Inkubation
in 0,3M Na-Acetat (pH 5,2) plus 2,5 Volumenanteilen 96 % Ethanol bei —70 °C fallen, in 70 %
Ethanol waschen und nach kurzer Trocknung wiederum in,Gdésen.

CTAB-Puffer 2% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 20 mM EDTA, 1,4 M NacCl, 2% PVP 40

PCI pH 8,0 25 Teile 80 % Phenol pH 8,0, 24 Teile Chloroform, 1 Teil Isoamylalkohol (v/v/v)

2.2.2. Agarosegelelektrophorese

Fur die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel wird Agarose
(QA-Agarose™, QBOGENE) in der gewtnschten Konzentration (vgl. Tabelld) in 1x TAE-

Puffer verwendet. DNA-Proben werden mik Brobenpuffer versetzt und mit 100 bzw. 300 ng

(je nach Taschengrof3e) des gewtinschten DNA-Markers auf das Gel aufgetragen und bei 80 bis
100V (je nach GelgroRRe) fur ca. 45 min getrennt.
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2. Material und Methoden

Tabelle 2.1.: Agarosekonzentrationen und die jeweiligen Fragmentlangen-Trennbereiche. Zur Orientie-
rung sind die Langen der Fragmente angegeben, die mit den Farbstoffen Bromphenol und Xylencyanol
komigrieren.

Fragmentlange Agarosekonzentration Bromphenol Xylencyanol

(kb) (W/v) in % (bp) (kb)
1 bis 30 0,5 1000 10
0,8 bis 12 0,7 700 6
0,5 bis 7 1,0 300 3
0,4 bis 6 1,2 200 1,5
0,2 bis 3 1,5 100 1
0,1 bis 2 2,0 <100 0,8

10x TAE-Puffer 400 mM Tris-Acetat, 10 mM EDTA, pH 8,5

6 x Probenpuffer 6xLoading buffer von ERMENTAS

2.2.3. PCR-basierte Methoden

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methoueitzar
Amplifikation eines definierten DNA-Fragments. Der Reaktion liegt folgendes Prinzip zugrunde:

DNA wird durch Hitze (94 °C) in ihre Einzelstrange geschmolzen (Melting). Durch Tempe-
raturerniedrigung auf ca. 50 bis 60 °C werden zwei spezifische Primer an die denaturierte DNA
gebunden (Annealing) und bei 72 °C durch die hitzeresistente DNA-PolymeraSéhatraus
aguaticugTag-DNA-Polymerase) durch Anfiigen von dNTPs verlangert (Extension). Es kommt
zu einer Verdopplung der DNA-Fragmente. Durch ein Nacheinanderschalten mehrerer Zyklen
kann so eine geringe Menge DNA effizient und hochspezifisch vermehrt werden.

Fur einen 50 pl Ansatz werden 5 plt0aqg-Puffer, 4 ul dNTPs (2,5 mM je Nucleotid), je 1 pl
der Primer (je 10 pmol), 1 pl Template (ca. 10-20ng), 1 ul Tag-Polymerase (1-2U) und 37 ul
ddH,O gemischt.

Fur einfache PCR-Raktionen, die nur zur Uberprifung der FragmentgroRen dienten, deren
Amplifikate aber nicht weiter flr eine Klonierung oder Sequenzierung vorgesehen waren, wurde
die REDTag™ DNA-Polymerase von@&vA verwendet. Fir Reaktionen, bei denen ein Proof
Reading notwendig war, wurde die Pwo DNA-Polymerase der FirmerRMO HYBAID einge-
setzt.
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2. Material und Methoden

Wenn nicht anders angegeben, wurde fir eine PCR das folgeiadeard-Programm ver-
wendet:

1. 3min 94 °C (initiale Denaturierung)
2.30s94°C

3. 75s Annealingtemperatur

4. 70s72°C

5. Durchlaufe 2 bis 4 35 mal

6. 10 min 72 °C (finale Elongation)

7. Konstante Temperatur von 4 °C

Das Kernstiick des PCR-Cyclers ist ein Peltierelement. Der Peltiereffekt beruht auf der Um-
kehrung des thermoelektrischen Effektes, wobei ein Stromfluf3 durch eine Temperaturdifferenz
zwischen zwei BerUhrungstellen unterschiedlicher Metalle herbeigeftihrt wird. L&t man um-
gekehrt Strom in einer bestimmten Richtung durch die Metalle flieRen, so kihlt sich die Stelle
ab, die bei gleicher Richtung des Thermostromes erhitzt werden mikiGealing, 1995. Die
Verwendung dieses Bauteils erlaubt die Einstellung der verschiedenen Temperaturen innerhalb
weniger Sekunden mit hoher Préazision.

In dieser Arbeit wurden folgende PCR-Cycler verwendet:

Biozym DNA Engine PTC-200
HyBAID PCR Express ThermalCycler
BIOMETRA T3 Thermocycler

Tabelle2.2enthélt alle in dieser Arbeit verwendeten Primer mit Namen, Sequenz, der Schmelz-
temperatur T, in °C und zusétzliche Angaben zu Modifikationen.

2.2.3.1. Gradienten-PCR

Die Gradienten-PCR wird verwendet, wenn die optimalen Annealingtemperaturen zur Primer-
Hybridisierung nicht bekannt sind. Ein spezielles Programm des PCR-Cyclers legt einen Tempe-
raturgradienten Uber die Breite des Heizblockes, so dal3 jeder PCR-Ansatz darin mit einer leicht
verschobenen Annealingtemperatur amplifiziert wird. Dieser Gradient ist durch Angabe eines
minimalen und eines maximalen Wertes frei wahlbar. Die Effizienz der Amplifikationen kann
durch Vergleich der Bandenstarke bei gleicher Auftragsmenge im Agarosegel Uberprift werden.
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2. Material und Methoden

Tabelle 2.2.: Verwendete Primer. Angegeben sind neben Name und Sequenz auch, die °IC.

© bedeutet, dass der Primer innerhalb der cDNA SpleiRingstellen Giberspannt und daher nicht mit genomi-
scher DNA als PCR-Template verwendet werden kann. Primer mit der Kennzeichibimden auRerhalb

der cDNA in Introns oder Upstream-Regionen des Genes und kénnen daher nur mit genomischer DNA
verwendet werderf./ kennzeichnet Primer, die innerhalb der cDNA nicht iiber SpleiRingstellen liegen
und daher sowohl mit cDNA als auch genomischer DNA verwendet werden kohikennzeichnet Pri-

mer, die in einem Vektor binden. Eingeflgte Schnittstellen als 5’-Extensionen sind fett gedruckt.

Name Sequenz Tm°C
HL2-fwd ¢/¢ 5-TCT CCATCT CGG CGC TTC GTT-3 80°C
HL2-rev /¢ 5-AGG CTG TAG TGC GTG CTG TCC A-3’ 78°C
Horcolin-fwd /¢ 5-GCACGAGCTAAG TCACTCTTCT-3 69°C
Horcolin-rev®/¢ 5’-CAA GCA GAC GCT GCC GGT AGT A-3 78°C
HL2-invers-fwd€/¢ 5-GCT CCA TGA TAT GCT GTG CT-3 69°C
HL2-invers-revc/¢ 5-CGG AGT AAG GAC GGACCATT-3 72°C
Horcolin-invers-fwd®/¢ 5-GGA TTT GGT AAA GCA GGA GC-3’ 70°C
Horcolin-invers-re\/¢ 5-GGC AGC AAC CTATGT ATT GG-3 69°C
GSP1-HL2¢/¢ 5-GTG ATG CAG TGC TCG ATC TCC TTG A-3 80°C
GSP2-HL2¢/¢ 5-CAC CGA CCA GTC GAC CTG AGT TAT GTA-3 80°C
GSP1-Horcolirf/¢ 5-CCG ATG ATC AAC ATA GTA TAG TGC AAG-3 75°C
GSP2-Horcolirf/¢ 5'-ATA GGT GAA TGC AAT AGC GTC AAC GAT AG-3’ 80°C
GSP3-Horcolirf/¢ 5-ACT TGG TAG CAA TCT CAT TAC AGG CAC AT-3' 80°C
GSP4-Horcolirf/¢ 5-CTATTG ACAGTT GTC TCC ATG CAATGC T-3’ 80°C
Prom-HL2EcoRI-fwd ¢ 5-GG G/AATTC - ACG AGA CAAGGAGGATACACATGC-3' 75°C
Prom-HL2BamHI -rev ¢ 5-CG G/GATCC - TAACTC ACA ACG AAG CGC CGA GAT-3' 80°C
Prom-HorcolinEcoRI-fwd ¢ 5-GG G/AATTC - GCA TTG CAT GGA GAC AAC TG-3' 70°C
Prom-HorcolinBamHI -rev®  5-CG G/GATCC - GGC AGC AAC CTATGT ATT GG-3’ 69°C
HL2-Ncol -fwd ¢ 5'-CTAG C/CATGG A - AATG AGC AGC AGC CCG GTG-3’ 77°C
HL2-Bglll -rev® 5'-GA A/GATCT G - GATGC GAG ACT GGT C-3 54°C
GFPbsfor” 5-CTG GAG TTC GTG ACC GCC GCC GG-3 72°C
GFPbsreV 5-GCT TGC CGT AGG TGG CAT CGC CCT-3 70°C
Intron1-HL2-fwd “ 5-CTC GGC GCTTCG TTG TGAGTT A-3’ 78°C
Intron1-HL2-rev® 5-AAC AGC AACCTG CCATGAGTCC-3’ 77°C
Exonl-HL2-rev/¢ 5-CGG TGT GCA GCT GGT TGT CCT T-3' 80°C
Exon2-HL2-fwd€/¢ 5'-GTA CAT AAC TCAGGT CGACTG G-3’ 67°C
Exon2-HL2-rev¢/¢ 5-TGG ACA GGA TCA ATG CAC ATG G-3 77°C
Exon2-Horcolin-fwd®/¢ 5-TAG ACG CTA CGA ACT ACG TGA CC-3 72°C
Exon2-Horcolin-re\/¢ 5'-ACT ACG CCA CCT CCT TCT TCC AG-3’ 77°C
Horcolin-fwd-neu¢/¢ 5'-CTC TTC TAG ACC AAT ACA TAG G-3’ 61°C
Leader-HL2Ncol -fwd ¢ 5'-CATG C/CATGG - GT CCG TCC TTACTT CGG CT-3 70°C
Leader-HL2Bglll -rev & 5-GA A/GATCT A-GC TCT GCA CGC GCA CAC AA-3 78°C
MT-EF-fwd ¢/¢ 5-CAA TGT GAG AGG TGT GGC AAT C-3 73°C
MT-EF-revC/¢ 5-GGA GTG AAG CAG ATG ATC TGT TG-3' 72°C

18



2. Material und Methoden
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Abbildung 2.1.: Schema der Inversen PCR aus Gassen et al. (1994).

2.2.3.2. Inverse PCR

Die inverse PCR verwendet Primerpaare, bei den der Forward- und Reverse-Primer vertauscht
sind, bei linearer DNA also auseinanderlaufend waren und kein Fragment amplifiziert werden
konnte. Bei dieser Methode wird jedoch genomische DNA nach der in Abséhaittbeschrie-

ben Methode isoliert und mit Restriktionsenzymen inkubiert, die eine 4 bp lange Erkennungs-
sequenz besitzen und daher im Mittel alle 256 bp schneidenwdbei n die Lange der Er-
kennungssequenz ist). Die so fragmentierte DNA wird zu kleinen zirkularen DNA-Fragmenten
ligiert. Auf diese Weise kdnnen unbekannte Regionen, die eine bekannte Sequenz flankieren,
isoliert und kloniert werden (vgl. Abbildun®.1).

2.2.3.3. "nested" PCR, GenomeWalker™ System

Uber eine "nested" PCR, oder auch Doppel-PCR (D-PCR) wird ein erhaltenes PCR-Produkt fiir
den Spezifitditsnachweis mit einer Kombination aus neuen, intern gelegenen Primern nochmals
in der PCR amplifiziert. So wird sichergestellt, dass nur spezifische Produkte der ersten PCR als
Substrat der zweiten dienen kénnen, wobei die PCR-Produkt-Ausgangsmenge sehr gering (im
pg-Bereich) gehalten werden sollt8gssen et al., 1994

Das von der Firma BD Bioscienced GNTECH angebotene Kit Universal GenomeWalker™
in Verbindung mit dem Advanta&k;enomic Polymerase Mix nutzt das Prizip der "Nested" PCR
mit genomischer DNA in besonderer Weise und soll daher ndher beschrieben waietsri(
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Abbildung 2.2.: Prinzip der Walk PCRlontech, 1993

et al., 1995Johansson und Karlsson, 198arnes, 1994Cheng et al., 1994/eske et al., 1997
Sablowski und Meyerowitz, 199&ang et al., 1999Mansfield et al., 1998

Abbildung 2.2 zeigt das Prinzip der GenomeWalk-Methode. Zunachst werden adapterligier-
te, sogenannte Libraries hergestellt. Hierflr wird sehr saubere und hochmolekulare genomische
DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut, die eine 6 bp lange Erkennungsstelle be-
sitzen und blunt end schneiden. An die verdaute DNA wird ein spezieller GenomeWalker Adap-
ter ligiert. Diese Libraries werden fir eine erste PCR mit einem eigenen genspezifischen Primer
und einem adapterspezifischen Primer (AP1) verwendet. In einer zweiten PCR werden die Pro-
dukte der ersten PCR mit intern gelegenen Adapter- (AP2) und genspezifischen Primern ampi-
fiziert, wie bereits fur die "nested PCR" beschrieben. Die adapterspezifischen Primer AP1 und
AP2 (Sequenzen siehe in der Abbildulg) sind im Kit enthalten, die genspezifischen Primer
(GSP) werden anhand der bekannten Genabschnitte selbst gewahlt und hergestellt.

Der mitgelieferte Adapter (vergleiche Abbildugd) hat mehrere Besonderheiten, die helfen,
unspezifische Amplifikationen zu vermindern bzw. zu eliminieren. Durch eine 5’-Verlangerung
ist am Adapter keine Bindungsstelle fir den Primer AP1 vorhanden. Diese kann erst durch die
Extensionsreaktion ausgehend vom genspezifischen Primer erzeugt werden. Durch eine Blockie-
rung des 3’-Endes mit einer Aminoséure wird zudem eine Extension verhindert, die eine AP1-
Bindungsstelle bilden kénnte. Zusatzlich wird ein Primer verwendet, der kirzer ist, als der Adap-
ter selbst ("suppression PCR"). Dieser Effekt verhindert eine Amplifikation fir den Fall, dass bei
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GenomeWalk Adapter Smal/Xmal

Miul Sall

5'-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT-3"
3"'-AS-CCCGACCA-PO,4-5"

5'"-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3"' 5'"-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3"'
Adapter-Primer (AP1) Nested Adapter-Primer (AP2)

Abbildung 2.3.: Sequenz des Adapters und Bindungstellen der Primer AP1 und AP2 aus dem Universal
GenomeWalker™ Kit.

einer unzureichenden Blockierung der 3’-Endes am Adapter doch eine AP1-Bindungsstelle ent-
stehen wirde. Auf diese Art soll eine spezifische Amplifikation ohne Hintergrund sichergestellt
werden Clontech, 1999

Zur Durchfuhrung siehe GenomeWalker™ UserManual PT1116-1 (PROYG&8)tech, 199%
Abweichungen von der Originalvorschrift sind im Ergebnisteil unter Abscinittl.2auf Sei-
te 50 beschrieben.

2.2.3.4. Two-Step RT-PCR

Bei einer RT-PCR wird ausgehend von Poly-A-RNA mit einer Reversen Transkriptase cDNA
hergestellt, die fur weitere PCR-Reaktionen mit DNA-Polymerase verwendet werden kann.

In der Two-Step-Reaktion wird im ersten Schritt 1 ug Gesamt-RNA mit 1 ul einer 10 mM
dNTP-Mischung (je 2,5mM pro Nucleotid) und 1 pl Oligo(dT)23-Primer (10pmol) in einem
Gesamtvolumen von 10 pl 10 min bei 70 °C inkubiert. Der Ansatz wird auf 10 °C abgekuhlt. Die
cDNA-Erststrangsynthese erfolgt nach Zugabe von 10 pl RT-Mix im zweiten Schritt innerhalb
einer Stunde bei 42 °C.

RT-Mix 200U RevertAid™ M-MuLV RT (ERMENTAS) und 1 U RNase-Inhibitor (&€MA) in
10 pl 2x Puffer fur M-MuLV RT (FERMENTAS)

2.2.4. Restriktionsenzymverdau

In dieser Arbeit wurden die Restriktionsenzyme und das Puffersystem "Universa 10 Tan-

go™" der Firma ERMENTAS verwendet. Hierflr werden in der Regel 0,2 bis 1 ug DNA mit den
gewunschten Enzymen, &®uffer und ddHOentsprechend verdinnt und 1 h bei 37 °C (selte-
ner andere Temperaturen - siehe Herstellerinformation) inkubiert. 1 U (Unit) Restriktionsenzym
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spaltet 1 ug DNA pro Stunde. Die mittlere Haufigkeit der Schnittstellen verschiedener Enzyme
im Genom entspricht’4 wobei n die Lange der Erkennungssequenz in bp und 4 die Anzahl der
Basen (Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin) bezeichnet.

2.2.5. Dephosphorylierung und Ligation

Beim Verdau eines DNA-Moleklles mit Restriktionsenzymen verbleiben Phosphatreste an den
DNA-Molekulenden. Um zu verhindern, dass bei einer nachfolgenden Ligationsreaktion zwi-
schen Vektor und zu klonierendem DNA-Stiick die Enden des Vektors ohne Insertion geschlos-
sen werden, konnen die phosphorylierten Enden des Vektors vor der Ligation dephosphoryliert
werden. Soll dagegen ein PCR-Fragment in einen Vektor kloniert werden, darf dieser vorher
nicht dephosphoryliert werden, da bei einer PCR keine phosphorylierten Enden entstehen, die
fur eine Ligation bendtigt werden.

In dieser Arbeit wurden jeweils 48 pl eines 50 pl Restriktionsansatzes (mit ca. 2,5 pg Plasmid)
mit 10 ul 10x CIAP-Puffer, 37 ul ddb5Ound 5l CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase,
5U) auf ein Gesamtvolumen von 100 pl gebracht und 30 min bei 37 °C inkubiert. Das Enzym
wird durch Erhitzen auf 85 °C fur 15 min deaktiviert. Es wurden CIAP-Enzym und -Puffer der
Firma FERMENTAS verwendet.

DNA-Ligase verbindet unter ATP-Verbrauch zwei DNA-Molekiile durch Phosphordiesterbin-
dung. In der Regel werden fr eine Ligation 30 pl Endvolumen angesetzt. Insert und Vektor wer-
den fur einen "Sticky-End"-Ansatz im Verhaltnis 1:3 gemischt und mit 3 i R0Offer, 0,6 pl
DTT (50 mM), 0,6 ul ATP (50 mM) und 1 ul T4-DNA-Ligase versetzt und tber Nacht bei RT
inkubiert. Fur einen "Blunt-End"-Ansatz werden Insert und Vektor im Verhaltnis 1:10 mit 3 pl
5xPuffer, 0,6 ul DTT (50 mM) und 0,6 pl ATP (50 mM) versetzt. Es wurden Enzym und Puffer
der Firma H/BAID verwendet.

2.2.6. Elektroporation

Eine Elektroporation muss in einer moglichst salzfreien Losung vonstatten gehen, da es sonst
beim Anlegen eines elektrischen Feldes zu einer schlagartigen Entladung der Kondensatorplat-
ten kommt (Kurzschluf3). Lediglich die rekombinante und zu transformierende DNA (negativ
geladen) soll im Feld wandern. Beim kurzzeitigen Anlegen einer Spannung wird die DNA in
Richtung Anode bewegt, wobei sie durch die Zellwande der Bakterien dringt. Die Uberlebens-
rate der frisch transformierten Bakterien ist um so héher, je schneller sie mit Medium versorgt
werden.
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10 bis 50 ng Plasmid (bzw. 5 ul eines tblichen Ligationsansatzes) werden in 100 pl elektro-
kompetenten Zellen* aufgenommen. Dieser Transformationsansatz wird in eisgekihlte Elektro-
porationskivetten gegeben. Die Elektroporation erfolgt mittels BTX Elektro-Cell-Manipulator
ECM 395 bei HV MODE 3 kV (25 pF und 400). Die Kuvette wird sofort mit 1 ml LB-Medium
invertiert und der Ansatz in ein Eppendorfgefald mit durchstochenem Deckel (zur Beliftung)
Uberfuhrt. Es folgt eine Inkubation bei 37 °C fur 1 h im Schittler. Danach werden je 20 ul, 75 pl
und der Rest (abzentrifugiert und das Pellet im Rucklauf resuspendiert) des Ansatzes auf den
gewulnschten Selektionsplatten ausgestrichen. Es wird tlber Nacht bei 37 °C inkubiert.

* E. coli DH5«a von INVITROGEN, Genotyp: F, ®80dacZAM15, A(lacZYA-argF), U169,
recAl, endAl, hsdR17 (r,—, m, ™), phdA, suE44,)\, thi-1, gyrA96, relAl.

2.2.7. Blau-Weil3-Selektion

Einige der zur Klonierung verwendeten Vektoren (wie z. B. pBIues@&m, siehe Abbildund\.3

auf Seitel38im Anhang) kénnen fir eine Blau-Weil3-Selektion verwendet werden, da bei ihnen
die Multiple Cloning Site innerhalb einer LacZ’-Region liegt. Bakterienkolonien, bei denen das
LacZ’-Gen durch die Insertion des DNA-Fragments unterbrochen ist, bleiben nach der Inkubati-
on mit IPTG und X-Gal weil3, wahrend solche ohne InsertieBalaktosidase-Aktivitat besitzen

und sich blau farben.

Je 50l IPTG (100 mM) und X-Gal (4 %) werden auf die Selektionsplatten (LB-Agar mit
dem bendtigten Antibiotikum in Petrischalen mit 9 cm Durchmesser) pipettiert und mit einem
Glasspatel direkt vor dem Ausplattieren der Bakterien ausgestrichen (Antrocknen ist nicht nétig).
Die blaue Farbung der Kolonien wird bei kurzer Lagerung der Platten im Kihlschrank intensiver.

2.2.8. Plasmidisolierung

Fur Ubernachtkulturen werden 10 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum ver-
setzt und eine einzelne Kolonie mittels steriler Spitze Uberimpft. Die Kultur wird Gber Nacht
bei 37 °C geschiittelt. Fur eine Plasmidisolierung im grof3eren Mal3stab (z. B. Midi-Préparation)
kann diese Ubernachtkultur wieder zum Animpfen gréRerer Volumina verwendet werden.

Zur schnellen Uberprifung der Klonierung empfiehlt sich eine Plasmidisolierung als HB-Lyse.
Fur weitergehende Versuche, bei denen reine Plasmide bendtigt werden (wie z. B. Sequenzie-
rung) sollte eine Praparationsmethode verwendet werden, bei der die Reinigung Uber eine Saule
erfolgt. In dieser Arbeit wurde das MiniSpin oder Midi-Praep Kit der Firma®&EN (siehe in
Abschnitt2.4) verwendet.
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HB-Lyse von E. coli

1. 1,5ml Ubernachtkultur werden 2 min bei 16 000 xg abzentrifugiert und das Pellet in 300 pl
Puffer 1 aufgenommen,

2. 300 pl Puffer 2 werden hinzugefugt, gemischt und 5 min bei RT inkubiert,
300 pl Puffer 3 werden hinzugefligt, gemischt und 10 min in Eis inkubiert,

es wird 10 min bei 16 000 xg bei RT zentrifugiert,

o > »

der Uberstand wird in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt und 10 min bei 16 000 xg zen-
trifugiert,

6. 400 pl Uberstand werden mit 700 pl Isopropanol versetzt, durch Invertieren gemischt und
30 min bei 16 000 xg zentrifugiert,

7. das Pellet wird mit 500 pl —20 °C kaltem, 70 %igem Ethanol versetzt, 2 min inkubiert und
10 min bei 16 000 xg zentrifugiert,

8. das Pellet wird bei 60 °C fur etwa 10 min getrocknet und in 50 plMitdsuspendiert,
9. die Plasmid-DNA wird 10 min bei 50 °C gel6st und bei —20 °C gelagert.

Puffer 1 50 mM Tris - HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 ug / ml RNase A

Puffer 2 200 mM NaOH, 1% SDS

Puffer 3 3 M K-Acetat pH 5,5 (mit Essigsaure)

2.2.9. Particle Gun Bombardment

Durch die Particle Gun Bombardment wurden in dieser Arbeit Epidermiszellen von Blattmaterial
(meist Gerste) transient transformieBafcelo und Lazzeri, 1999Rasco-Gaunt et al., 1999
Hierbei wird im Olpumpenvakuum an Goldpartikel ("Microcarrier") gefallte Plasmid-DNA in
die Epidermiszellen geschossen, wo sie im Cytoplasma transient exprimiert werden kénnen. Ein
Einbau in die chromosomale DNA der Epidermiszelle erfolgt nicht.

Vorbereiten der Goldpartikelldsung 40 mg Goldpartikel ("Microcarrier" von BRAD,

1 um ) werden in 1 ml 96 % Ethanol suspendiert und durch kurzes Zentrifugieren, Verwerfen der
Uberstandes und Resuspendieren (zweimal in Ethanol, zweimal inQ)diewaschen. Nach
dem letzten, grundlichen Resuspendieren in 1 mlgkdnnen Aliquots zu je 50 pl bei -20 °C
gelagert werden.
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Fallung der DNA an die Goldpartikel 50 pl Goldpartikelldsung werden 10 min im Ultra-
schallbad (schwimmend im Styroporhalter) behandelt, bis eine Deagglomerisation der Partikel
erreicht ist und diese suspendiert sind. 2 - 5yl Plasmid-DNA (ca. 1 ug / ul ) werden zu den soni-
fizierten Goldpartikeln gegeben und sofort gevortext, um einen guten Kontakt der DNA mit den
Partikeln zu erreichen. Wahrend standigem Vortexen werden tropfenweise 50 ul 0,3 M CaCl
dann zigig 20 ul 0,1 M Spermidin zugegeben und zur Fallung der DNA eine weitere Minute
geschiuttelt. Die Partikel werden dann durch kurzes Zentrifugieren (5-6 s bei ca. 3000 rpm in
der Tischzentrifuge), Verwerfen des Uberstandes und Resuspendieren zweimal mit 250 pl 96 %
Ethanol gewaschen. Nach einem letzten Zentrifugationsschritt werden die pelletierten Partikel in
85 pl 96 % Ethanol aufgenommen und bei 4 °C gelagert.

Vorbereitung der Macrocarrier Die gewunschte Anzahl an Macrocarriern und Metallhal-

tern werden mit 96 % Ethanol gesplilt, mit einer Pinzette auf eine moglichst fusselfreie Unterlage
aus Papiertiichern gelegt und unter einem Petrischalendeckel getrocknet, um Verunreingungen zu
vermeiden. Die trockenen Macrocarrier werden vor dem Beschuss in die Metallhalter eingelegt
und die Goldpartikellésung weitere 3 min sonifiziert. 5 ul des Uberstandes werden in die Mitte
der Macrocarrier pipettiert und getrocknet.

Particle Gun Bombardment Der Beschuss erfolgte mit dem Particle Delivery System (PDS-
1000/ He Biolistic) der Firma BDRAD. Geschossen wurde in der Regel auf die Ober- und Unter-
seite ganzer Blatter, die kurz vor dem Beschuss an der Basis abgeschnitten und auf 0,5 % Pflan-
zenagar (WCHEFA) in Petrischalen gelegt wurden. Hierbei wurde ein Vakuum von 27 - 28 inHg
angelegt und durch Auswahl entsprechender Berstscheiben bei gewlnschtem Druck geschossen.
Die Parameter fiir den Beschuss verschiedener Pflanzenarten kénnen variieren, daher sind in der
Tabelle2.3 diejenigen angegeben, die in dieser Arbeit verwendet worden sind. Die Dauer der
Inkubation betrug in der Regel 2 Tage.

Mikroskopie  Die Blatter werden auf einen Objekttrager in 50 % Glycerin mit wenig Tween
gelegt und mit einem entsprechend grof3en Deckelglaschen abgedeckt. Die Mikroskopie erfolg-
te mit dem Fluoreszenzmikroskop "Axioskop" Routine-Mikroskop der Firrgas2g und dem
entsprechenden Filtersystem (siehe Takizig
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Tabelle 2.3.:Parameter fiir den Beschuss verschiedener Pflanzenarten. Der Druck, bei dem geschossen
wird, ist in PSI angegeben. Die Stufe gibt den Abstand des Pflanzenmaterials zu dem Macrocarrier an,
wobei hier die Einschubleisten im verwendeten System (PDS-1000/HeBiolistic) gemeint sind und die
Macrocarrier immer in die 1. Stufe geschoben werden. Weiterhin sind die Parameter zur nachfolgenden
Inkubation des beschossenen Pflanzenmaterials angegeben.

Pflanze Druck Stufe Inkubation

Gerste 900 4 24°C12h/12h
Tomate 650 4 26°C12h/12h
Tabak 450 3 26°C12h/12h

Tabelle 2.4.: Filtersysteme zum Nachweis der Reporterproteine. Fir die GFP-Fluoreszenz wurde das
Filterset 09 (487909 - 0000) vonesss, fur die DsRed-Fluoreszenz das Set 41021 vOrAWRKLYSEN-
TECHNIK verwendet.

Filtersystem GFP DsRed
Excitation Filter BP 450-490 HQ565/30
Beam Splitter FT 510 Q585Ip

Emission Filter LP 520 GQ620/60

2.2.10. Isolierung der Gesamt-RNA

Bei dieser Methode zur Isolierung der Gesamt-RNA wird ein Gemisch aus ribosomaler RNA,
transfer-RNA und messenger-RNA erhalten, wobei die mRNA einen Anteil von etwa 2% des
Gemisches ausmach¥{ilhardt, 1999.

Alle Arbeitsschritte werden bis zur LiCl-Féallung bei RT durchgefuhrt.

0,33 g gemorsertes Pflanzenmaterial werden in einem 2 ml-Eppendorfgefald mit 280/l 2
sispuffer und 750 ul PCI (pH 4,0; bei diesem pH-Wert wird DNA denaturiert und kann somit aus
der Losung entfernt werden) versetzt, 30 min geschiittelt und 20 min bei 18 500 xg zentrifugiert.
Es bilden sich zwei Phasen, wobei die untere die organische mit den Zellbruchstticken und Pro-
teinen darstellt. Die obere, wassrige Phase wird ein zweites Mal mit 750 ul PCI gereinigt, 5min
geschuttelt und wiederum 15 min wie zuvor zentrifugiert. Die Féallung der RNA erfolgt durch
Versetzen der oberen Phase mit 0,75 Volumeneinheiten 8 M LiCl Gber Nacht bei 4 °C (,Aussal-
zen").
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Die folgenden Arbeitsschritte werden bei 4 °C durchgefuhrt.

Die ausgefallene RNA wird durch 20 min zentrifugieren bei 18 500 xg sedimentiert, in 500 pl
ddH,Oresuspendiert und nochmals durch Zugabe von 50 pl 3M Natriumacetat (pH5,2) und
1,25ml 96 % Ethanol (-20°C) 1h bei —70°C gefallt. Die RNA wird durch 20 min Zentrifu-
gieren bei 18 500 g sedimentiert, mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen, im Vakuumrotor getrocknet,
in 50 pl ddH,0Oaufgenommen und bei —70 °C gelagert.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt am Photometer bei 260 nm. Sinnvoll ist eine 1:100
oder 1:200 Verdiinnung, da nur die OD-Werte (Optische Dichte) zwischen 0,1 und 1 aussage-
kraftig sind. Zur Kontrolle der Reinheit der RNA wird zusétzlich die optische Dichte bei 280 nm
(Proteinkontamination) gemessen. Das Verhaltnis der OD-Werte bei 260 nm und 280 nm sollte
2: 1 betragen.

Zur anschlielRenden Berechnung der RNA-Konzentration in pg / mi gilt folgende Beziehung:

Crna =40+ fVerdUnnung‘ OD260nm

Lysispuffer 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 20 mM EDTA, 600 mM NaCl, 4% SDS

PCI 25:24:1 Volumeneinheiten Phenol (80 %, pH 4,0), Chloroform und Isoamylalkohol

2.2.11. Northern-Blot-Verfahren

Beim Northern-Blot-Verfahren konnen RNA-Mengen sowohl qualitativ, als auch quantitativ un-
tersucht werden.

Denaturierende Agarosegelelektrophorese Die elektrophoretische Trennung von RNA

muf3 unter denaturierenden Bedingungen erfolgen, da der RNA-Einzelstrang zur Bildung von
Sekundarstrukturen neigt, die die Laufeigenschaften im Gel beeinflussen kénnen. Es werden
denaturierende MOPS-Gele verwendet, die in der Regel aus 1,2 % Agaras®@RAS-Puffer

mit 1,2 % Formaldehyd bestehen.

Zur Auftrennung des RNA-Gemisches werden 10 pg Gesamt-RNA mit 3 Volumeneinheiten
Northern Mix versetzt, 15 min bei 65 °C denaturiert, kurz in Eis gekihlt und auf das Gel aufge-
tragen. Die Elektrophorese erfolgt ik MOPS-Puffer fir 10 min bei 80V und weitere 90 bis
120 min bei 100 V.

Der gleichméRige Auftrag und die Auftrennung der RNA wird unter UV-Licht mit einer Gel
Doc 1000 von BIO-RAD uberpraft. Im Northern Mix ist bereits Ethidiumbromid enthalten, so
dass das Farben nach dem Lauf entfallt.

10xMOPS-Puffer 0,2 M MOPS (sterilfiltriert), 0,05 M Natriumacetat, 0,01 M EDTA, pH 7,0
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Northern Mix 5ml Losung 1 + 1 ml Lésung 2 + 40 pl Ethidiumbromid (5 mg/ml); Lésung 1:
1xMOPS pH 7,0, 6,5% Formaldehyd, 50 % Formamid; Lésung 2: 0,25 % BPB, 0,25 %
Xylene Cyanol, 50 % Glycerin, 1 mM EDTA pH 8,0

Blotting  Der Transfer der RNA auf eineAPL Biodyne B Nylonmembran erfolgt mittels
Kapillarblot. Hierzu wird das Gel mit dem Gesicht nach unten auf einen an beiden Seiten in
20xSSC ragenden 15cm breiten Whatman-Papierstreifen gelegt, die Membran luftblasenfrei
aufgelegt, mit zwei weiteren Whatmanpapierstreifen und einem Stapel saugféhigen Zellstoffs
bedeckt und mit 500 g beschwert. Das Blotten erfolgt tiber Nacht.

Die Nylonmembran wird nachfolgend zwischen Whatmanpapier getrocknet und 30 min bei
80 °C im Trockenschrank gebacken, um die RNA auf der Oberflache zu fixieren. Der vollstandige
Transfer auf die Membran kann unter UV-Licht Gberprift werden.

20xSSC 3 M NacCl, 0,3 M Na-citrat-2-hydrat, pH 7,0

Radioaktive Markierung von cDNA-Sonden Zur Markierung von cDNA mit?P wurde
das Kit DecalLabél DNA Labeling Kit der Firma ERMENTAS verwendet und in der Regel
der Vorschrift gefolgt.

Zur Trennung der markierten cDNA (Sonde) von freien Nucleotiden wird der Labeling-Ansatz
mit 100 pl TNE-Puffer versetzt, auf eine mit TNE-Puffer aquilibrierte Sephadex-G-50-Saule ge-
geben und bei 4000 rpm fur 5min in einer Biophuge A (Heraeus Christ) abzentrifugiert (Gel-
filtration), wobei die ungebundenen Nucleotide im Saulenmaterial verbleiben. Die Sonde wird
5 min auf 95 °C erhitzt, um die DNA-Doppelstrdnge voneinander zu trennen, und mit Vorhybri-
disierungslosung verdunnt fiir die Hybridisierung verwendet.

Um die Einbaurate und die Counts pro ml Hybridisierungslésung bestimmen zu kénnen, wer-
den vor und nach der Gelfiltration je 1 pl des Labeling-Ansatzes auf ein Stiick Whatmanpapier
pipettiert und im Beckmann-Counter nach Cerenkov (Programm 3, ohne Scintillationsflissig-
keit) die Aktivitat in Counts pro ml (cpm) gemessen.

32P-dCTP der Firma HARTMANN ANALYTIC S (FP-205)
TNE-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100mM NaCl, 1 mM EDTA

Sephadex-G-50-Saule Sephadex G-50 vonHARMACIA : Typ Dextran mit einem Fraktionie-
rungsbereich von 1 bis 30 kDa
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Hybridisierung  Bei der Northern-Blot-Methode hybridisieren die auf der Membran gebun-
denen RNA-Einzelstrange und die Einzelstrange der cDNA-Sonde miteinander.

Um unspezifische Bindungen auf der Nylonmembran zu verhindern, wird diese nach der Fi-
xierung fur 2 h in Vorhybridisierungslésung (20 ml pro 100%ei 60 °C geschwenkt und freie
Bindungstellen mit denaturierter Lachssperma-DNA abgesattigt. Fur die Hybridisierung wer-
den 15 ml Hybridisierungslosung pro 100trarwendet. Sinnvoll ist hierbei eine Aktivitat von
1x10° cpm. Die Hybridisierung erfolgt bei 42 °C iber Nacht. 42 °C ist die in der Regel verwen-
dete Hybridisierungstemperatur, wenn die Lésung 50 % Formamid enthélt. Die optimale Tem-
peratur kann aber auch nach folgender Formel genau berechnet werden, was dann sinnvoll ist,
wenn Sonden mit ungewdhnlicher LaAnge oder GC-Gehalt verwendet werden missen.

T, = 81,5°C — 16,6 (logip[Na]) + 0,41 (% G+C) — 0, 63 (% Formamid — 600 / L,

wobei [Na"] die Natriumkonzentration in mol/l, L die Lange der Sonde in Basen ypdi€
Temperatur in °C ist, bei der die Halfte der Nucleotide in einer Doppelhelix dissoziiert sind. Die
optimale Hybridisierungstemperatur liegt 25 °C untgr (Mulhardt, 1999.

Zum Entfernen unspezifischer Bindungen der Sonde an nicht homologe Sequenzen wird die
Membran nach der Hybridisierung zweimal 15 min mit&SC, 0,1 % SDS bei RT und zweimal
15 min mit 0,2xSSC, 0,1 % SDS bei 65 °C gewaschen. Zwischen den einzelnen Waschschrit-
ten kann die verbliebene Aktivitat auf der Membran mit dem Geiger-Muller-Z&hler gemessen
werden. Die noch feuchte Membran wird in Folie eingeschweifl3t, ein RontgenflmAK X-
OMAT™ AR / XAR 5) aufgelegt und in einer Bleikassette bei —70 °C gelagert. Die Expositi-
onszeit betragt je nach Aktivitat 1 bis 6 Tage. Alternativ kann die Exposition auch mit einem
PhosphorimagerRaytest Isotopenmessgerate GmbH) gemessen werden. Das hat den Vorteil,
dass die Daten durch Scannen der Imagerplatte geich digitalisiert werden und die Auswertung
der Signalstarken mit dem zugehd6rigem Programnima 2.09g erfolgen kann.

Die Hybridisierungslésung kann bei —20 °C gelagert und nach erneuter Hitzedenaturierung ein
weiteres Mal verwendet werden. Die Halbwertzeit véia betragt 14 Tage.

Um eine Membran mit unterschiedlichen Sonden behandeln zu kénnen, lassen sich gebundene
cDNA-Sonden durch mehrmaliges Spilen mit 95°C heil3er 0,1 %iger SDS-L6sung entfernen.
Dies kann ebenfalls mit dem Geiger-Muller-Z&hler Gberprift werden.

Vorhybridisierungslésung 50 % Formamid, 5 Denhardt’'s, X SSC (siehe unt&2.2.11, 1 %
SDS, 100 pg / ml denaturierte Lachssperma-DNA

100xDenhardt's 2% Ficoll 400, 2 % Polyvinylpyrrolidin 25, 2% BSA
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2.2.12. Southern-Blot-Verfahren

Mit einem Southern Blot wird anders als beim Northern Blot nicht RNA, sondern DNA un-
tersucht. Durch den Verdau genomischer DNA mit einem oder mehreren Restriktionsenzymen,
elektrophoretischer Auftrennung, Immobilisierung an eine Membran und Hybridisierung mit ei-
ner genspezifischen Sonde kann ermittelt werden, ob ein bestimmtes Gen in nur einer Kopie
(single copy) oder in mehreren Kopien (multiple copy) im Genom der jeweiligen Spezies vor-
liegt.

Hierflr wird genomische DNA mit Restriktionsenzymen verdaut, die in der Regel eine 6 bp
groRe Erkennungssequenz besitzen und daher im Mittel alle 4000 bp schneiden (siehe unter
Punkt2.2.4, wie zum Beispiel EcoR I, BamH I, Hind lll etc. und verschiedenen Kombinatio-
nen dieser.

10 ug der verdauten DNA (pro Spur) werden mit Probenpuffer versetzt und unter nicht de-
naturierenden Bedingungen in 0,8 % Agarose XTAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Doppelstrange der DNA werden vor dem Blotten auf die Nylonmembran durch Inkubieren
des Geles in Denaturierungslésung<@ min) getrennt, damit eine nachfolgende Hybridisie-
rung mit der Sonde moglich ist. Es schlief3t sich eine Inkubation in Neutralisierungslésung an
(2x20 min), nach der, wie unt&.2.11bereits beschrieben, geblottet werden kann.

Denaturierungslésung  1,5M NacCl, 0,5M NaOH

Neutralisierungslosung 1M Tris-HCI pH 8,0, 2 M NaCl

2.3. Proteinchemische Methoden

2.3.1. Isolierung von Proteinen
2.3.1.1. Isolierung von Gesamtproteinen

Zur Isolierung von Gesamtproteinen werden 100 mg unter flissigem Stickstoff gemahlenes Pflan-
zenmaterial in 300 pl 2 SDS-Probenpuffer suspendiert, 15 min bei 65 °C inkubiert, anschlieRend
kurz aufgekocht und schnell in Eis abgekuihlt. Durch zweimalige Zentrifugation (jeweils 20 min
bei 12 000 xg) werden die Zellbruchsticke von den denaturierten, im Probenpuffer gelésten Pro-
teinen getrennt. Die Proben kdnnen ohne weitere Behandlung fir eine SDS-PAGE eingesetzt
werden.

3xSDS-Probenpuffer 300 mM Tris-HCI pH 6,8, 6 % SDS, 30% Glycerin, 7,5mM EDTA,
0,01 % Bromphenolblau (Vor Gebrauch werden 1 mP3 mit 30 ul 2,6 M DTT versetzt.)
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2.3.1.2. Isolierung von l6slichen und Membranproteinen

Mit der nachfolgenden Vorschrift 1a3t sich auf einfache Weise die Fraktion der I6slichen Proteine
von derjenigen der Membranproteine trennen. Dies ist besonders dann von Vorteil, wenn sich
das gesuchte Protein nur in geringen Mengen und nur in einer dieser Fraktionen findet. Bei der
oben beschriebenen Gesamtproteinisolierung kann es vorkommen, dass durch die Verdiinnung
die Nachweisgrenze unterschritten wird.

Weiterhin lasst sich durch die Wahl des pH-Wertes des Extraktionspuffers die Zusammenset-
zung der Fraktion der I6slichen Proteine variieren, wenn zum Beispiel insbesondere die sauer
extrahierbaren Proteine von Interesse sind.

Wenn nicht anders angegeben, werden alle Arbeiten bei 4 °C ausgeflhrt.

500 mg gemorsertes Pflanzenmaterial werden in 1,5 ml Extraktionspuffer (Zusatz von Pro-
teaseinhibitoren ist empfehlenswert [1 % Inhibitorcocktail voanNga, oder PMSF]) aufgenom-
men, 10 min bei RT geschittelt und 15 min bei 13 500 xg und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
(I6sliche Proteinfraktion) wird in neue Reaktionsgefal3e Uberfuhrt und das Pellet (Membranpro-
teinfraktion) zwei weitere Male mit je 1,5 ml Extraktionspuffer gewaschen. Der Uberstand wird
verworfen und die Zentrifugationszeit auf je 10 min verringert. Das Pellet aus dem letzten Zentri-
fugationsschritt wird in 200 pl 2 SDS-Probenpuffer resuspendiert, 5 min gekocht, in Eis gekuhlt
und ein weiteres Mal zentrifugiert. Der Uberstand wird in neue ReaktionsgefaRRe uberfihrt und
bei —20 °C gelagert.

Aus dem Uberstand des ersten Zentrifugationsschrittes lassen sich durch zwei weitere Zen-
trifugationsschritte die letzten unléslichen Bestandteile entfernen. 1 Volumeneinheit Uberstand
wird mit ¥2Volumeneinheit % SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min gekocht, in Eis gekihlt und bei
—20°C gelagert.

Bei geringer Proteinkonzentration empfiehlt sich eine Methanol/ Aceton-Féallung bei —20 °C,
wobei 1 Volumeneinheit Uberstand mit 4 Volumeneinheiten Methanol / Aceton gemischt werden.
Die gefallten Proteine lassen sich durch 30 min Zentrifugation bei 18 500 xg sedimentieren. Der
Uberstand wird grindlich abgesaugt, das Pellet 1 bis 2min im Vakuum getrocknet, in 200 pl
1xreduzierendem Probenpuffer resuspendiert, 5 min gekocht, in Eis gekuhlt und bis zur weiteren
Verwendung bei —20 °C gelagert.

Extraktionspuffer Je nach Fragestellung und gewinschtem pH-Wert werden Tris - HCI-Puffer
oder Citrat-Phosphat-Puffer mit 1 mM MgQind 100 mM NaCl verwendet.

Methanol/Aceton zur Féallung 2:7 (v/v),—20°C
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2.3.1.3. Isolierung der Proteine der IWF

Proteine des Apoplasten lassen sich nach der "Infiltration-Zentrifugation-Methode" isolieren
(modifiziert nach Houge und Asselin, 1987). Hierbei wird der apoplastidare Raum auf3erhalb
der Plasmamembran, zu dem Zellwande und Interzellularen zahlen, durch Infiltration mit einem
Puffer und anschliel3ender Zentrifugation "ausgewaschen". Daher spricht man von einer Isolie-
rung der interstitiellen Waschflissigkeit (IWF). Selten wird diese in der Literatur auch als AWF
(apoplastidare Waschflissigkeit) bezeichnet. Vorraussetzung ist, dass sich die Proteine im ver-
wendeten Puffer 16sen lassen. Membrangebundene Proteine werden hierbei nicht isoliert. Los-
liche Proteine jedoch, die fest an Komponenten der Zellwand binden, kdnnen z. B. durch die
Wabhl eines geeigneten Puffers (z. B. mit saurem pH-Wert) zuganglich gemacht werden. Bei
allen Variationen in Puffer und Zentrifugationskraft muss die Plasmamembran unversehrt blei-
ben, da sonst Proteine des Cytoplasma die IWF-Fraktion verunreinigen kénnen. Um eine solche
Verunreingung bestimmen zu kénnen, werden Kontrollen durchgefuhrt, bei denen die IWF auf
bekannte und eindeutig intrazelluléar lokalisierte Proteine hin untersucht wird. Haufig wird ein
Enzymaktivitatstest mit der Malatdehydrogenase durchgefuibtigus et al., 2001 Ein Nach-
weis mit spezifischen Antikdrpern, der weniger pH-abhangig als eine Enzymtest ist, wird im
Ergebnisteil unter Abschnif.5.1auf Seite70 naher beschrieben.

80 bis 100 Primarblatter 7 Tage alter Gerste werden entweder vorsichtig aus den Koleoptilen
gezogen oder mit den Koleoptile knapp Uber dem Samen abgeschnitten und in 100 ml Infil-

Abbildung 2.4.: Versuchsanordnung zur Isolierung der IWF.
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trationspuffer in einer offenen Plastikbox mit einem Gitter so fixiert, dass die Blatter nicht auf-
schwimmen konnen. Die Infiltration erfolgt fiir 15 min unter Olpumpenvakuum. Jeweils maximal
25 abgetropfte Blatter werden in eine Klemme eingespannt und in ein SS 34-Rdhrchen gesteckt.
Die Zentrifugationsschritte erfolgen in einer Zentrifuge Jouan CR 3i mit dem Ausschwingrotor
T40. Im ersten Schritt werden die Blatter 1 min bei 1000 rpm (ca. 130xg) getrocknet und die
IWF in einem zweiten Schritt bei 1500 rpm (ca. 200 xg) in 15 min isoliert. Aus 100 Blattern
erhalt man so rund 1 ml IWF.

Die Klemmen und Adapter fur die Benutzung von SS 34-R6hrchen im T 40-Rotor wurden in
der institutseigenen Werkstatt hergestellt. Die Versuchsanordnung ist in AbbR2diggzeigt.

Infiltrationspuffer  Je nach Fragestellung und gewiinschtem pH-Wert werden Tris - HCI-Puffer
oder Citrat-Phosphat-Puffer mit 1 mM MgCind 100 mM NaCl und 0,005 % (v/v) Triton
X-100 verwendet.

2.3.1.4. Isolierung der Proteine der Guttationsflissigkeit

Als Guttation bezeichnet man die aktive Wasserabgabe der Pflanzen zur Aufrechterhaltung eines
konstanten Stromes von den Wurzeln in die oberirdischen Teile, um eine ausreichende Nahr-
stoffversorgung trotz hoher Luftfeuchtigkeit, bei der eine passive Verdunstung nur unzureichend
stattfinden kann, zu gewahrleisten.

Um Guttationsflissigkeit sammeln zu kdnnen, missen die Gerstenpflanzen unter hoher Luft-
feuchtigkeit angezogen werden, in dem die Pflanzschalen mit einem lichtdurchlassigen Plastik-
deckel mit wenigen Beluftungslochern verschlossen werden. Ansonsten entsprechen die An-
zuchtbedingungen den in Abschriittl beschrieben Normalbedingungen.

Die an den Spitzen der Primarblatter gebildeten Tropfen werden Uber eine Vakuumpumpe in
einen eisgekuhlten Sammelgefald aufgefangen und bei -70 °C gel&genwald, 2002 Die
Ernte der Guttationstropfen erfolgt mehrmals Uber den Tag verteilt, wobei die Proben vereinigt
werden. Die Konzentration und Umpufferung der Proteine kann entweder in den Konzentratoren
der Firma MvAsSCIENCE oder durch Gefriertrocknung erfolgen (siehe Abschhidt3.

2.3.2. Methoden zur Proteinkonzentrationsbestimmung

Nachfolgend werden drei Methoden zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen beschrieben,
die in dieser Arbeit verwendet wurden. Die beiden ersteren (Bestimmung mit BCA und nach

Bradford) sind photometrische Messungen und liefern exakte Werte. Die zuletzt beschriebene
Methode (nach Esen) ist lediglich eine n&herungsweise Abschétzung, die jedoch den Vorteil be-
sitzt, besonders schnell und einfach durchfiihrbar zu sein, wenn genaue Werte nicht bendtigt
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werden. Die Proteinbestimmungen mit BCA und nach Bradford unterscheiden sich in der Wahl
der Puffer und deren pH-Werte. Wahrend bei der BCA-Bestimmung die Proteine fhidl@en

im alkalischen Milieu einen Komplex bilden, dessen?Gionen zu Ct-lonen reduziert wer-

den, die mit BCA einen violetten Farbkomplex bilden, bindet bei der Bestimmung nach Bradford
der Farbstoff Coomassie in saurem Mileu an Proteine und verschiebt somit das Absorptionsma-
ximum der Farbe. Das fuhrt zu zum Teil erheblich unterschiedlichen Konzentrationsbestimmun-
gen von sauren und basischen Proteirieahm, 200D Je nach Anwendung und Fragestellung
wurden daher beide Bestimmungen parallel oder nur eine der beiden durchgefihrt.

2.3.2.1. Proteinbestimmung nach Smith

Die Bestimmung erfolgt mit Bicinchonininsdure (BCA; 4,4’-Dicarboxy-2,2’-Biquinoline von
SIGMA) nach Smith et al. (1985):

Fur die gebrauchsfertige Losung C werden 100 Volumenteile Lésung A und 2 Volumentei-
le Losung B gemischt (ca. 1 Woche haltbar). Je 100 pl der zu bestimmenden Proteinldsungen
(meist 1:10 verdinnt) und je 100 ul einer Eichreihe mit 0, 0,25, 0,5, 0,75 und 1,0mg/ml BSA
in ddH,Owerden mit 2 ml Lésung C versetzt. Alle Proben werden fir 30 min bei 37 °C inkubiert
und nach Abklhlung auf RT die OD bei 582 nm mittels Photometer gemessen.

Losung A 1% BCA-Na, 2% NgaCO; *H 0,
0,16 % Dinatriumtartrat, 0,4 % NaOH, 0,95 % NaH{PH 11,25 mit NaOH oder NaHCO

Losung B 4% CuSQ*5H-,0

2.3.2.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung erfolgt nach Bradford (1976) und Reisner et al. (1975).

100 pl der zu bestimmenden Proteinldsung bzw. je 100 pl BSA-L6sung mit bekannter Kon-
zentration (0,25, 0,5 und 1 mg/ml) werden mit 5ml Bradfordreagenz versetzt, gemischt und
5min im Dunkeln inkubiert. Bei geringer Proteinkonzentration kann ein Mikroassay durch-
gefuhrt werden, wobei fir 100 pl Proteinprobe nur 1 ml Bradfordreagenz verwendet wird. Die
BSA-Eichreihe sollte dementsprechend verdinnt werden.

Bradfordreagenz 100 mg Coomassie Brilliant Blue G250 £E8vA) werden in 50ml 96 %

Ethanol gelést und nach Zugabe von 100 ml 85 % Phosphorséaure miOdai 1 | aufge-
flllt.
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2.3.2.3. Esenfarbung

5 pl der zu bestimmenden Proteinlésung werden auf ein Stiick Whatman-Papier getropft, dieses
getrocknet, 10 min in der Esenlosung gefarbt und der Hintergrund durch Sptlen mit Wasser

reduziert. Parallel dazu wird eine BSA-Eichreihe aufgetragen und entsprechend behandelt. Die
Konzentrationen lassen sich auf dem getrockneten Whatmanpapier durch den Vergleich mit der
Eichreihe abschatzen.

Esenlosung 1g Coomassie Brilliant Blue G 250, 250 ml Isopropanol, 100 ml Essigsaure in 11
ddH,O

2.3.3. Methoden zur Proteinkonzentrierung

Fur die Konzentrierung von verdinnten Proteinlésungen oder einen Lésungspufferaustausch gibt
es verschiedene Methoden. Wahrend dieser Arbeit wurde hierflr entweder eine Dialyse tber
Nacht bei 4 °C gegen 10 mM Tris-HCI mit anschlieRender Gefriertrocknung (Gerat: Beta 1- 16
von CHRIST, LMC-1), TCA- bzw. Acetonfallung oder die Konzentratoren der FirmiaAs -
CIENCEVverwendet.

Fur eine TCA-Fallung werden Proteine in 10 % Trichloressigsaure (TCA) prazipitiert, indem
die verdunnte Proteinlésung mit einem Volumenviertel an 50 % TCA versetzt wird. Die Fallung
erfolgt fir 30 min in Eis, danach werden die Proteine bei 12 000 xg zentrifugiert, der Uberstand
verworfen, das Proteinpellet mit eiskaltem 80 %igem Aceton gewaschen und erneut zentrifugiert.
Das Pellet wird kurz tber Kopf getrocknet und i &DS-Probenpuffer (siehe unter Abschnitt
2.3.1.2) aufgenommen. Die Acetonféallung wird entsprechend durchgefiihrt, wobei jedoch die
Fallung in 80 % Aceton fiir ca. 2 h bei —20 °C erfolgt.

Fur die Konzentrierung verdinnter Proteinlésungen in den KonzentratorenivaBMENCE
wurden entweder Vivaspin 20 (5,000 MWCO PES) oder Vivaspin 15R (5,000 MWCO HY)
verwendet, wobei in der Regel 15 min bei 6 000 xg zentrifugiert wurde.

2.3.4. SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen wird die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli
(1970) verwendet. Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein Detergenz, das an Proteine bindet (1,49
SDS pro g Protein in 1 % SDS-L6sung) und diese in eine stabdhnliche Form zwingt. Die negative
Ladung des SDS uberlagert die Netto-Ladung des Proteins. Proteine weisen daher in einem SDS-
haltigen Gel ein nahezu identisches Ladungs-Masse-Verhaltnis sowie &hnliche Formen auf und
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kénnen so aufgrund der Siebeffekte des Polyacrylamids nach ihrer molaren Massen aufgetrennt
werden Yoet, 1994.

2.3.4.1. Tris-Glycin-Gele

Zur besseren Fokussierung der Banden wird mit einen diskontinuierlichen Laemml-System mit
Tris-Glycin-Puffern (Laemmli, 1970) gearbeitet. Das Trenngel, in dem die Proteine entspre-
chend ihrer molaren Massen aufgetrennt werden, wird mit einem Sammelgel tiberschichtet, das
im Vergleich gro3poriger ist und auf einen niedrigeren pH-Wert eingestellt ist. Im Sammelgel
werden die Proteinproben zu einer Linie konzentriert.

Zur Herstellung von 25 ml Trenngel (fur vier 14 %ige Gele von 0,75 mm Dicke) werden

12,5ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid,

3,1 ml 3M Tris/HCI pH 8,0,

9,1 ml ddH,0,

250 ul 10 % SDS,

200 pl 10 % APS und

20 pl TEMED

verwendet und zur Polymerisierung bei RT mit dd{oder Butanol) Uberschichtet. Pro Trenn-
gel wird 1 ml Sammelgellésung (6 %) mit 10 ul 10 % APS und 1 pl TEMED versetzt. Das Sam-
melgel wird mit eingesetztem Probenkamm ebenfalls bei RT polymerisiert. Zur Herstellung die-
ser Minigele wurde das Zubehor der Serie SE200 Multiple Gel Caster @®@FERSCIENTIFIC
verwendet.

Die mit Probenpuffer versetzten und durch Kochen denaturierten Proben aus der Proteinisolie-
rung werden in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Die Elektrophorese wixd a@tmli-
Puffer 10 min bei 10 mA und weitere 30 bis 45 min bei 20 mA je Gel durchgefuhrt. Zur GroR3en-
bestimmung der Proteine kann parallel ein Protein-Marker (Seeblue™ Plus2 Pre-stained Stan-
dard) aufgetragen werden.

Sammelgelldsung 25 ml 30 % Acrylamid /0,8 % Bisacrylamid, 38 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8,
78 ml ddH,O

5xLaemmli-Puffer 729 Glycin, 159 Tris, 0,1g SDSin 11ddB
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2.3.4.2. Tris-Tricin-Gele

Wie fur die Tris-Glycin-Gele beschrieben, wurde auch bei der Tris-Tricin-Gelelektrophorese eine
diskontinuierliche Variante mit Trenn- und Sammelgel verwendet.
Zur Herstellung von 20 ml Trenngel (fir zwei 9 %ige Gele von 1,5 mm Dicke) werden

4,5ml 40 % Acrylamid/ 1,6 % Bisacrylamid,

6,6 ml 3x Gelpuffer,

2,67 ml 87% Glycerin,

6,05 ml ddHO,

100 pl 10 % APS und

10 ul TEMED

zusammengegeben und zur Polymerisierung bei RT mit@détler Butanol) Gberschichtet.
Fur jedes Trenngel werden 2,5 ml Sammelgelldsung (3 %) bendtigt. Nach dem Eingiel3en auf das
Trenngel muss das Sammelgel mit eingesetztem Probenkamm ebenfalls bei RT polymerisieren.
Zur Herstellung der Minigele wurde ebenfalls das Zubeh6r der Serie SE200 Multiple Gel Caster
von HOEFERSCIENTIFIC verwendet.

Sammelgelldsung 0,65 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid, 1,6 mk&elpuffer, 3,5ml
ddH,0, 4 ul TEMED, 40 ul 10 % APS

3xGelpuffer 3 M Tris, 0,3% SDS, pH 8,45

2xProben-Puffer 125mM Tris-HCI pH 6,8, 20 % Glycerin, 10% (v/v) 2-Mercaptoethanol,
10% SDS, 0,02 % Serva Blue G

10xKathoden-Puffer 1M Tris-HCI, 1 M Tricin, 1 SDS, pH 8,25

10xAnoden-Puffer 2 M Tris-HCI pH 8,9

2.3.5. 2D-Gelelektrophorese

In einer zweidimensionalen Gelelektrophorese werden Proteine nach ihrem isoelektrischem Punkt
in der ersten und dem Molekulargewicht in der zweiten Dimension aufgetrennt. Fir die erste Di-
mension, die isoelektrischen Fokussierung, wurden immobilisierten pH-Gradienten verwendet
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(Cordwell et al., 20000’Farrell, 1979 und die zweite Dimension in einer Tris-Tricin-PAGE
nach Schagger und von Jagai®87) durchgefuhrt.

20 ul moglichst reine und salzarme Proteinlosung (hier ca. 4 ug /ul ) werden mit 45 pl Ly-
sispuffer versetzt und 1 h bei RT inkubiert, wahrend der die Probe ab und zu gevortext werden
sollte. Danach wird die Probe 10 min bei 15000 xg bei RT zentrifugiert, um eventuelle Ausfal-
lungen zu entfernen. 135 ul Rehydratationslosung werden zugegeben und die insgesamt 200 pl
der Probe in eine Rehydratationskammer pipettiert. Ein IPG-Streifen (ReadyStrip™ IPG Strip
mit immobilisiertem pH-Bereich von 3 bis 10, 11 cm lang, voroBAD) wird mit der Gelseite
nach unten luftblasenfrei aufgelegt, 20 min inkubiert und mit 1,5 ml Mineraldl Gberschichtet. Es
folgt eine Inkubation tGber Nacht.

Der IEF-Streifen wird aus der Rehydratation genommen, abgetropft und in eine IEF-Kammer
so gelegt, dass die Enden jeweils auf angefeuchtete Filterpapierstreifen Uber den Elektroden zu
liegen kommen. Wiederum wird mit 1 ml Mineral®l Gberschichtet. Zur Fokussierung wurde fol-
gendes Programm gewahlt: 1h 0V, 6h 30V,6h 60V, 1h500V,1h 2000V, 4h 8000V.

Fur die Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension Uber eine Tris - Tricin - PAGE
werden 2 Glasplatten (ca. A5-Format) und 1,5 mm breite Spacer mit Klemmen zusammengesetzt
und die Ecken mit 1 % Agarose in Gelpuffer abgedichtet. Fir 60 ml eines 10 %igen Trenngeles
werden

20 ml 3x Gelpuffer,

8 ml Glycerin,

15 ml Acrylamid / Bisacrylamid (40 %/ 1,6 %),

16,6 ml ddHO,

300 pul 10% APS und

30 pl TEMED

gemischt, zwischen die Glasplatten gegeben und flr die Polymerisation mit n-Buthanol oder
ddH,Oluberschichtet.

Der IEF-Streifen wird nach abgeschlossener Fokussierung in einer Rehydratationskammer in
4 ml Equilibrierungslosung plus 40mg DTT fur 15 min bei RT inkubiert. Dieser Schritt wird
mit 4 ml Equilibrierungslésung plus 100 mg Jodacetan@drg et al., 200pwiederholt. Ab-
schlieBend wird mit ¥ Gelpuffer gespuhlt und nach AbgieRen der Uberschichtungslosung der
IEF-Streifen auf das Trenngel gelegt. Dieser und ein kleiner Spacer fur die Markerprobe werden
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mit 1% Agarose in Gelpuffer eingegossen. Der Gellauf erfolgt nach Erstarren der Agarose und
dem Pipettieren der Markerprobe bei 22 mA tber Nacht (ftir ca. 16 h).

Das 2D-Gel wird mit nachfolgender Methode silbergeféarbt, wobei die unten angebenen Volu-
mina der Gelgro3e angepasst wurden.

Lysispuffer 8 M Harnstoff, 4 % CHAPS, 40 mM Tris (vor Gebrauch 50 mM DTT zugeben)

Rehydratationslésung 8 M Harnstoff, 2% Triton X-100, Bromphenolblau (vor Gebrauch
mit 0,05 % (v/v) Bio-Lyt€®3/10 von BORAD und 50 mM DTT versetzen)

Equilibrierungslésung 50 mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M Harnstoff, 30 % Glycerin, 2% SDS,
Bromphenolblau

3xGelpuffer 3 M Tris-HCI pH 8,45, 0,3g SDS
10xKathodenpuffer 1M Tris-HCI pH 8,25 1 M Tricin, 1% SDS

10xAnodenpuffer 2M Tris-HCI pH 8,9

2.3.6. Farbung von Protein-Gelen
2.3.6.1. Coomassie-Colloidal-Farbung

Die Coomassiefarbung fur Proteinnachweise tiber 200 ng Protein pro Bande wird in saurer L6-
sung durchgefuhrt, wobei die Proteine im Gel fixiert und mit einer positiven Ladung versehen
werden. Diese postive Ladung ist fur eine Bindung an den Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blue
(CBB-G 250) notwendig und auch der Grund, warum basische Proteine bei dieser Methode stér-
ker gefarbt werden als saure. Pro Gramm Protein wird etwa ein Gramm Coomassie gebunden.

Pro Gel werden 80 ml Farbeldsung, bestehend aus 78,4 ml Losung A (98 % [v/v]) und 1,6 ml
(2% [v/v]) Losung B fir mehrere Stunden bzw. Gber Nacht geschiittelt.

Die Protein-Gele aus der Tris-Glycin- oder Tris-Tricin-PAGE werden 1h in 100 ml Fixie-
rungslosung geschwenkt. Pro Gel werden 80 ml Farbelésung mit 20 ml Methanol versetzt und
die Proteine nach der Fixierung tiber Nacht gefarbt. Der Hintergrund wird mi@cidiuziert.

Losung A 2% (w/v)ortho-Phosphorsaure (85 %;RQ0,), 10 % (NH,), SO,
Losung B 5% CBB-G 250

Fixierungslosung 40 % Methanol, 10 % Essigséaure
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2.3.6.2. Silberfarbung

Die Silberfarbung (modifiziert nach Blum et al. (1987)) empfiehlt sich bei Proteinmengen un-
terhalb von 200 ng pro Bande. Bei dieser Methode bildet daslag Komplexe mit den Glu-,
Asp- und Cys-Resten der Proteine. Alkalisches Formaldehyd reduziert dadekgomplexe
zu Ag (Rehm, 200D

Die Silberfarbung wird fir Gele mit ca. 40 énGroRe in jeweils 30 ml Losung durchge-
fuhrt. Die Inkubationszeiten bei Punkt 3 und 4 sollten exakt eingehalten werden. Die Zugabe
von Thiosulfat und Formaldehyd zu den entsprechenden Stammldsungen erfolgt unmittelbar vor
Gebrauch. Ab Punkt 6 wird mit gekihlten Losungen gearbeitet. Wahrend der gesamten Prozedur
wird das Gel auf einem Schittler in Bewegung gehalten. Die Arbeiten werden mit Handschuhen
ausgefuhrt!

10.

11.

. Fixierung: 50 % Methanol, 12 % Essigsaure — uber Nacht,

. Waschen: 30 % Ethanol — dreimal 30 min,

Impragnieren: 150 pl Na-Thiolsulfat (43 mg/ml), 200 pl Formaldehyd 37 % in 30 mj @eH
1 min,

. Waschen: dd5O— dreimal 1 min,
. Farben: 30 ml Silbernitrat (2g/1), 20 pl Formaldehyd (37 %) — 20 bis 60 min,

. Waschen: ddkO— zweimal 30 s,

Reduzieren: 30 ml Natriumcarbonat (60 g/1), 15 pl Formaldehyd (37 %), 3 ul Na-Thiosulfat
(43 mg/ml) — bis zur gewlinschten Schwarzung,

. Stoppen der Reduktion: 7 % Essigsaure — zweimal 10 min,

. Waschen: ddkO— zweimal 2 min,

Aufbewahren: 30 % Methanol — 20 min bis mehrere Tage,

Konservieren: 3% Glycerin, | % Methanol — 30 min oder Trocknen.
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2.3.7. Western-Blot-Verfahren

Blotting  Der Western Blot ist eine Technik zum Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten
Proteinen auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran. In dieser Arbeit wurde der Transfer mit
dem Tank-Blot-VerfahrenTpowbin et al., 1992durchgefuhrt.

In dieser Arbeit erfolgt der Transfer Gber Tank-Elektroblotting mit der Apparatur von H
EFER SCIENTIFIC mit angeschlossener Kihlung. Dazu werden das Gel und die Membran fol-
gendermal3en zu einem Sandwich zusammengeflgt: [Anode +] Gitterrahmen, Schwammtuch,
Whatman-Papier, Membran, Gel, Whatman-Papier, Schwammtuch und Gitterrahmen [Kathode
-]. Luftblasen sind zu vermeiden. Die Proteine wandern zur positiv geladenen Anode. Alle Kom-
ponenten werden vorher in Transferpuffer getrankt. Die hydrophoben PVDF-Membranen mus-
sen vor dem Blotten etwa 3 s mit Methanol benetzt werden. Der Transfer erfolgt in Transferpuffer
fur 1 bis 1,5 h bei 400 mA und 10 bis 15 °C.

Transferpuffer 1xLaemmli-Puffer, 20 % Methanol (v/v), 0,02 % SDS

Membran SCHLEICHER UND SCHUELL, Protran - Nitrocellulose BA85, 0,45 um

Enzymgekoppelter Immunnachweis (ELISA) ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) ist eine Methode zum spezifischen Nachweis eines Proteins. Dieser Nachweis erfolgt
meist in vitro, wobei das Protein auf einer Membran immobilisiert wurde. Hierbei wird ein pri-
marer und ein mit einem Enzym gekoppelter sekundarer Antikorper verwendet. Der primare An-
tikbrper ist spezifisch fur das gesuchte Protein, der sekundare ist spezifisch fur alle Immunglobu-
line einer Tierart und muR demzufolge aus einer anderen Art stammen, als der primare. Ublicher-
weise werden hierfur Antikorper aus Ziegen und Kaninchen verwendet. Das Protein wird indirekt
Uber eine Enzymreaktion nachgewiesen. Als gekoppelte Enzyme kdnnen alkalische Phosphata-
se und Peroxidase fungieren. In Tab&ll® sind alle in dieser Arbeit verwendeten Antikoérper
zusammengefasst.

In dieser Arbeit wurde ausschlief3lich mit einem Antikérper mit alkalischer Phosphatase (AP).
AP katalysiert die Umsetzung von NBT und BCIP zu einem unldslichen blau-violetten Farbkom-
plex (Formazan).

1. Blockieren der Proteinbindungstellen mit Magermilchpuffer — 1 h,
2. Inkubieren mit dem primaren Antikorper (15 ml) — tber Nacht,
3. Waschen mit PBST — viermal 5 min,

4. Inkubieren mit dem sekundaren Antikorper (15ml) — 1,5h,
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Tabelle 2.5.:Verwendete Antikdrper. Angegeben sind neben Name, Kopplungsfaktor und der Ublicher-
weise verwendeten Verdinnung auch, aus welchem Tier und wogegen der Antikbrper gewonnen wurde.
AP: Alkalische Phosphatase.

Name Gegen Aus Kopplung Verdinnung
ZAK-HL#2 Fusion GST-HL#2 Ziege keine 1:500
Peptid-HL#2 WGGDDGVAHDIT Kaninchen keine 1:1000
Peptid-Horcolin NGGSERDVQPKPI Huhn keine 1:1000
PR-Q gereinigtes Protein  Kaninchen keine 1:2000
PR-S gereinigtes Protein ~ Kaninchen keine 1:2000
PR-2 gereinigtes Protein  Kaninchen keine 1:2000
HSP 70 gereingtes Protein ~ Kaninchen keine 1:1000
LSU RuBPcase gereingtes Protein Ziege keine 1:750
Anti-Ziege-1gG-AP Ziegen-lgG Kaninchen AP 1:10000
Anti-Kaninchen-1gG-AP Kaninchen-1gG Ziege AP 1:10000
Anti-Huhn-IgG-AP Huhn-1gG Kaninchen AP 1:10000

5. Waschen mit PBST — sechsmal 5 min,

6. Aquilibrieren mit TMN-Puffer — 2 min,

7. Farbreaktion mit NBT /BCIP-L6sung — im Dunkeln bis zur gewiinschten Farbung,
8. Stoppen der Reaktion durch Spilen mit Wasser — 10 min,

9. Aufbewahren durch Trocknen zwischen Filterpapier, im Dunkeln.

Magermilchpuffer 4% Magermilchpulver in PBST

20xPBS 160g NaCl, 4g KCI, 28,8 g N&lPO, 4,8 g KH,PO, mit ddH,Oauf 11 pH 9,5
PBST 1xPBS mit0,1% TWEEN 20

TMN-Puffer 100 mM Tris, 5mM MgCJ}, 100 mM NaCl, pH 9,5

NBT/BCIP-Losung 66 pl NBT (50 mg/ml in 70 % DMF), 33 pl BCIP (50mg/ml in 100 %
DMF) in 10 ml TMN-Puffer
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2.3.8. Gelfiltration

Die Gelfiltration wird auch Ausschlusschromatographie genannt, wobei sich dieser Name auf
den groRenbedingten Ausschluss von Molekillen bei der Permeation in ein poréses Tragerma-
terial (meist ein Gel) wéhrend des Trennvorganges bezieht. Moleklle, die aufgrund ihrer Gro-
3e nicht in die Poren des Tragermaterials eindringen kdnnen, werden beim Durchlaufen nicht
zurlckgehalten und finden sich im Ausschlussvolumen ("void volume™). Kleinere Molekule mit
unterschiedlicher Grof3e konnen jedoch im Tragermaterial durch Eindringen in die Poren zuriick-
gehalten werden, so dass eine Auftrennung nach Molekilgré3en erfolgt, wobei gréf3ere Molekule
schneller und kleiner langsamer wanddrichter, 2003.

Die Gelfiltration wurde mit einer Superose™-Saule 12 der FirrARaRMACIA BIOTECH
(Id/Code-Nr.: 17-0538-01, 9935149) mit Pumpen und "Liquid chromatograph controller" LCC-
500 CI der gleichen Firma bei RT durchgefuhrt, wobei alle Losungen vorher tber einen Mem-
branfilter (0,2 um , Cellulose Acetat [11107-50-N] oder PTFE-Filter [11807-50-N] vaRr-S
TORIUS) sterilfiltriert wurden, um eine Verstopfung des Saulenmaterials mit Schwebstoffen zu
verhindern.

Zu Beginn wird die gewtinschte Sdule und die Probenschleife in der Aparatur montiert und fur
ca. 30 min bis 1 h beide Pumpen und die Saule mit 20 % Ethanol gespuhlt. Danach wird das Sau-
lenmaterial mit dem Extraktionspuffer der Proteinlosung equilibriert, bis das Volumen der Saule
komplett getauscht wurde (hier bei 0,5ml/min ca. 1 h [30 ml]). Fur die Erstellung einer Eich-
geraden werden nacheinander je 100 pl der Eichproteine (je 1 mg/ml Cytochrom C [12,7 kDa],
Myoglobin [17 kDa], Carboanhydrase [30 kDa], Ovalbumin [45 kDa], BSA [66 kDa], Catalase
[240 kDa], Ferritin [400 kDa] und Bluedextran zur Ausschlussvolumenbestimmung) in die Pro-
benschleife gespritzt und mit einer Laufgeschwindigkeit von 0,5 ml/ min tGber die Sdule getrennt.
Am Auslauf der Saule ist ein Photometer angeschlossen, welches bei 280 nm die Proteine erfasst.
Aus diesen Werten wird ein Chromatogramm des Durchflusses erstellt. Fiir den Probenlauf wer-
den 100 ul der Proteinprobe (min. 1 mg/ml) verwendet. Der Saulendurchfluss wird in Aliquots
gesammelt, nachfolgend mit TCA- oder Methanol/Aceton (siehe Abschi3it8 gefallt und
mittels SDS-PAGE und Western Blot auf das gewiinschte Protein hin untersucht.

2.4. Verwendete Kits

CLONTECH Advantag®Genomic PCR Kit (K 1906-y)
CLONTECH Universal GenomeWalker™ Kit (K 1807-1)

FERMENTAS Decalabel™ DNA Labeling Kit (K0622)
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2. Material und Methoden

PEQLAB E.Z.N.A®Cycle Pure Kit (12-6493-01)
QIAGEN QIAprep®Spin Miniprep Kit (27104)
QIAGEN Plasmid Midi Kit (tip-100, 12145)
QIAGEN QIAEX Gel Extraction Kit (20020)
SIGMA Genelute Agarose Spin Columns (5-6500)
SicMA Enhanced Avian RT-PCR (A4464)

VIVASCIENCE Vivaspin 20 (5000 MWCO PES, VS2011), Vivaspin 15R (5000 MWCO HY,
VS15RH11)
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3. Ergebnisse

3.1. Erweiterung der Sequenzdaten fir HL#2 und
Horcolin

HL#2 und Horcolin sind zwar in ihrer cODNA- und Aminoséuresequenz homolog aber doch im
Detail so unterschiedlich, dass von zwei verschiedenen Genen ausgegangen werden kann. Zu Be-
ginn dieser Arbeit waren sowohl die Aminoséauresequenzen unter den NCBI-Accessionnummern
CAB40792 fur HL#2 und AAK54458 fur Horcolin, als auch die Sequenzen der cDNA unter
AJ237754 fir HL#2 und AY033628 fur Horcolin bekannt.

Durch die Isolierung genomischer Klone sollten in der vorliegenden Arbeit die Lage und Se-
guenz der bisher nur vermuteten Introns bestimmt werden, um Genkarten beider Gene erstellen
und die Vermutung tberprtfen zu kénnen, dass es sich um Gene in einfacher Kopie im Genom
der Gerste handelt. Parallel sollte die Promotorregionen von HL#2 und Horcolin isoliert und
hinsichtlich ihrer Regulation miteinander verglichen und analysiert werden.

3.1.1. Isolierung der Gene fir HL#2 und Horcolin
3.1.1.1. Bestimmung der Sequenz und Lage der Introns

Um die genaue Lage und Sequenz des Introns im Gen des HL#2 bestimmen zu kénnen, wurden
anhand der bekannten cDNA-Sequenz Primer im 5’-untranslatierbaren Bereich (5-UTR) (HL2-
fwd) und im 3’-Bereich der cDNA, in der kein Intron vermutet wurde (HL2-rev), hergestellt.
Nach der von Menhaj entwickelten, hypothetischen Genkarte fir das Gen des HL#2 sollte nurim
vorderen Bereich des Genes ein Intron mit der Lange von ca. 240 bp vorhanden sein (Abbildung
3.1).

Fur das Gen des Horcolin gab es aus vorherigen Arbeiten keine Daten zur méglichen Intron-
lange und -position. Ein Intron konnte daher auch im hinteren Bereich der cDNA liegen, so
dass zu dem Horcolin-fwd-Primer in der 5’UTR auch der reverse Primer im nichttranslatierba-
ren 3'-Bereich (3'-UTR) (Horcolin-rev) gewahlt wurde (vgl. Primersequenzen in TaB&liauf
Seitel8 und Abbildung3.2).
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3. Ergebnisse
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Abbildung 3.1.: Hypothetische Struktur des HL#2-Genes nach Menhaj, 1998.

HL#2 cDNA

TCTCCATCT COECOCTTCGLL GTGAGT TAACGAAAT GAGCAGCAGCCCGGT GGT GAAGCT GEEECC
GTI' GEEEEEECGACGACGEEGT GGCCCACGACAT CACGGT GGCGCCGCAGCGECTGGAGAGCATCAC
CATCCGCT GEGECAAGGT CCTGCACT CCGT CGCCT TCACCT ACAGGGACAAGGACAACCAGCTGCA
CACCGCCGEEECCCT GEEECEECECCEGAGEEGAGAAGGAAGACCCGGACACGAT CACGT TGEECCC
CTCGGAGTACATAACT CAGGT CGACT GGT CGGT GGGACCGT TCAAGCT CAAGGAGATCGAGCACT G
CATCACCTCGCTCAAGT TTGT GACCAACCAGGECCAGCTACGECCCGT TCCEGTACGCCGLCGACAG
CACGCACTACAGCCT GCCCGT GCTCAACAACGGCAGCGT CGT CGGCAT GT TCGGCCECGCCGEGAGA
CTACCTCCACGCCAT CGGCTTCTACGT CCTCCCAGAGACCAGT CTCECATCTTGAGI TCCCATGT G
CATTGATCCTGICCATTGTTTAGCATTTAAAATAAATGGT TCGTCTTGATTTTTGAATATTACGAG
TTCCTTTAATAAATGGTTTGTICTTGATTA

Hor col i n cDNA

GCACGAGCTAAGT CACTCTTCJ AGACCAATACATAGGT TGCTGCCT TGEGT GGATTTGGTAAAGCA
GGAGCCAAAAT GAGCAAGCCT GT GAAGAT TGGGCCAT GGGGT GGGAAT GGT GGCAGCGAGCGT GAT
GTCCAGCCAAAGCCCATCCGTATGGT TAGTATGACCGT CAGTAGCGGAGCTATCGT TGACGCTATT
GCATTCACCTATGT GGGCACCGATAACGT TCAACACTCT TCCGGCAT CAAGT GGGGT GGCACTGGEC
GGCACAGAAGATACGATTAATCTAGACGCTACGAACTACGT GACCGAAAT CTCCGGGACAGT GGGT
AAATTTGGCGACCGACGACATCGTCACGT CTCTTAAAATTATCACCT CCAAGGGGGT TACCAGGACA
TACGGCT CAGGTACCGGAATTCCAT TCCGCGT CCCGGT GCTTGACGGGEGTAAGATCGCCGECTTC
TTTGGACGGECTGGTGCTTTCCTGGACGCGATTGEGT TCTACATTACTCCATGAATGGT TGGTTGA
TATCGGECCGECCACCTCTCCTCT GGAGGAAGGAGGT GECGTAGLACT ACCGECAGCGTCTGCTTGC
TAGAATAAATAAACT TGT GAAGTGCCTTACATGGCACTTTAGCATATGI GT GGGATAATGTGTGAC
GCTGC

Abbildung 3.2.: cDNA-Sequenzen von HL#2 (Accessionnr.: AJ237754) und Horcolin (AY033628) mit
den Bindungstellen der Primer HL2-fwd und -rev und Horcolin-fwd und -rev (unterstrichen, wobei die
Pfeile die Orientierung angeben) zur Isolierung der Introns. Die untranslatierbaren Bereiche sind blau, die
translatierbaren schwarz dargestellt. Start- und Stoppcodon sind jeweils fett gedruckt.
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3. Ergebnisse
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Abbildung 3.3.: Isolierung der Gene flir HL#2 und Horcolin. Gezeigt sind 1% ige Agarosegele nach
Ethidiumbromidfarbung. Gel la: A, genomische DNA (ca. 800 ng); B, Ergebnisse der PCR fur HL#2
mit cDNA und C, mit genomischer DNA. Gel Ib zeigt zusatzlich die Vorgehensweise zur Isolierung der
genomischen Fragmente zur Intronbestimmung am Beispiel HL#2. Gel II: D, Ergebnisse der PCR flr
Horcolin mit cDNA und E, mit genomischer DNA. M1: Marke-DNA Hindlll verdaut, 300 ng; M2:
Marker ®, 300 ng; M3: Marker GeneRuler™ 100 bp voBRMENTAS, 300 ng.

Genomische DNA wurde aus 7 Tage alten Gerstenblattern nach dem Protokoll in Abschnitt
2.2.1auf Seitel5 mit einer Konzentration von 2 ug / ul isoliert und jeweils 1 pl einer 1:100 Ver-
dinnung (20 ng) fur eine PCR (50 pl Gesamt-Ansatz) eingesetzt. Die PCR mit der Pwo DNA-
Polymerase (FRERMO HYBAID, Proof-Reading-Aktivitat) wurde nach den Standardprotokoll in
Abschnitt2.2.3auf Seitel6 jeweils mit dem cDNA-Klon (HL#2-cDNA in pBluescript SK und
Horcolin-cDNA in pT-Adv) und mit genomischer DNA durchgefihrt. Die Annealingtemperatu-
ren betrugen fir die HL2-Primer 60 °C, fur die Horcolin-Primer 55 °C.

In Abbildung3.3(la) ist das Ergebnis der PCR mit HL#2 gezeigt. Im Vergleich zu den Banden
der PCR mit cDNA (411 bp, Spur B) ist die Hauptbande der PCR mit genomischer DNA mit etwa
600 bp ca. 200 bp grofzer (Spur C). Dieses Ergebnis entspricht in etwa der von Menhaj vermuteten
Intronlange, so dass diese Bande aus dem Gel eluiert (Spur D) und nachfolgend fur eine zweite,
wie oben beschriebene PCR zur Uberpriifung eingesetzt wurde (SpurE) (vgl. Abb8daing
[Ib]).

Das Ergebnis der PCR mit cDNA und genomischer DNA und den Horcolin-Primern ist in
Abbildung3.3(Gel 1) gezeigt. Hier ist die Hauptbande der PCR mit genomischer DNA (Spur E)
um ca. 300 bp grol3er, als die der PCR mit cDNA (Spur D). Zur Elution und Sequenzierung wurde
verfahren wie fir HL#2 beschrieben.
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3. Ergebnisse

HL#2, genomische Sequenz

GTGAGTTAACGAAATGGTCCGTCCTTACTCCGGCTCCCATGCATGAGCTCCATGATATGCTGTGCT
AGCATCTTCTTCACGGGACTCATGGCAGGTTGCTGTTTTGTGTGCGCGTGCAGAGCAGCAGCCCGG
TGGTGAAGCTGGGGCCGTGGGGGGGCGACGACGGGGTGGCCCACGACATCACGGTGGCGCCGCAGC
GGCTGGAGAGCATCACCATCCGCTGGGGCAAGGTCCTCGACTCCGTCGCCTTCACCTACAGGGACA
AGGACAACCAGCTGCACACCGCCGGGCCCTGGGGCGGCGCCGGAGGGGAGAAGGAAGACCCGGALCA
CGGTGAGCGATCGATCCGGTCCAGGCGGGCGCCTCTTGTCATCGATCCTGCTTCTTTTCTTGGTCT
GATGTATGCACATGTGTATCTACAGATCACGTTGGGCCCCTCGGAGTACATAACTCAGGTCGACTG
GTCGGTGGGACCGTTCAAGCTCAAGGAGATCGAGCACTGCATCACCTCGCTCAAGTTTGTGACCAA
CCAGGCCAGCTACGGCCCGTTCGGGTACGCG

Horcolin, genomische Sequenz

AGACCAATACATAGGTTGCTGCCTTGGGTGGATTTGGTAAAGCAGGAGCCAAAATGGTATGTGTTT
GATCCACTTATGTAGCTCTTAGTTTTCTTTTCnTCAAAAGAGNGNNCGGCTTCAGACCAANNATGG
AATGGTATGTGNTTAnNnAAAANGGCCnTCCCTCnANCATTGGAGAAGATTGATGGTAATACTCTCCT
CTAATTAATTCAGAGCAAGCCTGTGAAGATTGGGCCATGGGGTGGGAATGGTGGCAGCGAGCGTGA
TGTCCAGCCAAAGCCCATCCGTATGGTTAGTATGACCGTCAGTAGCGGAGCTATCGTTGACGCTAT
TGCATTCACCTATGTGGGCACCGATAACGTTCAACACTCTTCCGGCATCAAGTGGGGTGGCACTGG
CGGCACAGAAGATACGGTGCGTGGAATGTTTGTTTCAAAATATATTTATTTTCTTGCACTATACTA
TGTTGATCATCGGTTTTGATTATTGTTTTATCTGGATGGCTAGGGTTAGTAGTTCTCCTACATGTA
CTCATATACAAACCTCTTACATACATGACCTGATGATTGCCATCTCTTGCAGATTAATCTAGACGC
TACGAACTACGTGACCGAAATCTCCGGGACAGTGGGTAAATTTGGGACCGACGACATCGTCACGTC
TCTTAAAATTATCACCTCCAAGGGGGTTACCAGGACATACGGCTCAGGTACCGGAATTCCATTCCG
CGTCCCGGTGCTTGACGGGGGTAAGATCGCCGGCTTCTTTGGACGGGCTGGTGCTTTCCTGGACGC
GATTGGGTTCTACATTACTCCATGAATGGTTGGTTGATATCGGCCGGCCACCTCTCCTCTGGAAGA
AGAGGTGGCCGTA

Abbildung 3.4.: Sequenzen der Introns von HL#2 und Horcolin. Die bereits bekannten Abschnitte der
cDNA sind schwarz, die Sequenzen der Introns blau dargestellt. Das putative Startcodon ist jeweils fett
gedruckt.

Neben den Banden in den erwarteten Gré3en der genomischen Fragmente von HL#2 und Hor-
colin, die um die Intronlangen grol3er waren, zeigte sich in einigen Gelen eine Bande in der glei-
chen GroRRe wie die Amplifikationen der cDNA. Dieser Effekt lasst sich auf eine Verunreinigung
der genomischen DNA mit RNA und eine geringe Reverse-Transcriptase-Aktivitat der verwende-
ten DNA Polymerase zuriickfiihren. Die Sequenzierung der PCR-Fragmente wurde mit den fur
die PCR verwendeten Primern durch die MWG AGOBECH (http://www.mwg-biotech.com
und https://fecom.mwgdna.com) durchgefihrt. Jeder Klon wurde je zweimal in Forward- und
Revers-Richtung sequenziert. Die so erhaltenen 4 Sequenzen wurden assembliert und ergaben
die in Abbildung3.4 zusammengestellten Consensussequenzen.

Es zeigte sich, dass nicht nur ein, sondern zwei Introns im genomischen Klon vorhanden sind,
und zwar sowohl bei HL#2, als auch bei Horcolin in ahnlicher Lange und Position.
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3. Ergebnisse
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Abbildung 3.5.: Genkarten fir HL#2 und Horcolin. Gezeigt sind die Positionen der Introns in den je-
weiligen Genen mit Langenangaben in bp, bzw. den SpleiRing-Stellen. Exons sind grau, Introns weif3
hinterlegt. Das jeweils erste Exon mit 3 bp besteht nur aus dem Startcodon ATG.

Anhand der cDNA von HL#2 wurde ein Fragment in der Grél3e von 411 bp (inklusive Primer-
bindungsstellen) errechnet. Das sequenzierte genomische Fragment hat insgesamt eine GrélRe
von 559 bp (ohne Primerbindungstellen), wobei 367 bp zur bereits bekannten cDNA gehdren
und 192 bp die beiden Introns mit den Langen 103 und 89 bp darstellen.

Das cDNA-Fragment mit den Horcolin-Primern hat eine Gr6é3e von 593 bp, der genomische
Klon 871 bp. Die Introns sind in diesem Fall 155 und 168 bp, insgesamt also 323 bp lang. Trotz
der vier Uberlagerten Sequenzierungsreaktionen konnte hier die Sequenz des ersten Introns nicht
einwandfrei gelesen werden, so dass einige nicht exakt bestimmbare Basen (n) verblieben. Diese
konnten aber in Verbindung mit der Klonierung der Upstream-Regionen (siehe unter Abschnitt
3.1.1.9 erganzt werden.

Aus den Sequenzen lassen sich die Genkarten von HL#2 und Horcolin in AbbBdbiagt-
wickeln. Auffallend ist hier die Position der ersten Introns in beiden Genen. Sie liegen direkt
downstream des jeweiligen Startcodons. Auf diesen Sachverhalt wird in Absglanigeson-
dert eingegangen.
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3. Ergebnisse

3.1.1.2. Isolierung der Upstream-Regionen

Zur Isolierung der Upstream-Regionen der Gene von HL#2 und Horcolin wurde mit drei ver-
schiedenen Methoden gearbeitet.

Partielle Genbank  Zur Isolierung der genomischen Klone, inklusive grof3er Bereiche der
Promotoren, erschien das Anlegen einer Partiellen Genbank sinnvoll. Hierftr wurden Southern-
Blot-Analysen fur HL#2 und Horcolin durchgefihrt, um herauszufinden, welche Restriktionsen-
zyme brauchbar grof3e Fragmente liefern, in denen die Gene fur HL#2 und Horcolin vorliegen.
Laut Southern Blot hybridisiert die HL#2-cDNA-SondeBamHI-verdauter DNA in H6he von
ca. 6000 bp, die Horcolin-cDNA-Sonde Kpnl-verdauter DNA in H6he von 4000 bp. Beide
Enzyme wurden ausgewéhlt, da sie am Ende des jeweiligen Genes schneiden und so garantiert
werden kann, dass der spater isolierte Klon mdglichst grol3e Upstream-Regionen besitzt.

Nach dem parallelen Verdau des Klonierungsvektors pBluscript SK (mit anschlieRender De-
phosphorylierung) und genomischer DNA wurden die entsprechend eluierten Fragmente (siehe
Abbildung 3.6) ungerichtet in den Vektor ligiert und je 5 pl der Ligationsansétze in 100 ul des

M1 gen.DNA, Kpnl M2 gen.DNA, BamHI M1 M1 A B C D M2
| a t
23130 bp - ¥ ; ;
9416 bp - e ‘ —
6557 bp - e i Su—- > .
N 180 > | @ 30005
- E R B p
2322 bp - - - 2 — - W - 2000 bp
2027 bp - == e ' = 3 @ - 1500 bp
o4 - 1000 bp
S {
=
—
- - 700 bp
564 bp - — - 500 bp
-y
- ‘ -
0,8 % Agarose /| TAE 1,0 % Agarose / TAE 888 - 200 bp

Abbildung 3.6.: Vorgehensweise zum Herstellen einer Partiellen Genbank. 5 pug genomische DNA wur-
de mit den EnzymeiKpnl und BarHI vollstandig verdaut, in 0,8 % Agarose in TAE elektrophoretisch
aufgetrennt (links). Durch Southern Blot ermittelte Bereiche (ca. 6 kiBdes$1l-Verdaus fur HL#2 und

ca. 4 kb deKpnl-Verdaus fir Horcolin) wurden aus dem Gel eluiert und zur Kontrolle vor der Ligation
mit demBanHI- und Kpnl-verdauten Vektor pBluescript SK in 1% Agarose in TAE aufgetrennt (rechts,

je 5ul der Eluate). M1: Markek-DNA Hindlll verdaut, 300 ng; M2: Marker GeneRuler™ 100 bp von
FERMENTAS, 300 ng.
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3. Ergebnisse

elektrokompetenten Bakterienstariincoli DH5« transformiert. Die Klone wurden in Pools von

25 Kolonien durch Plasmidpraparation und PCR nach den Genen fur HL#2 und Horcolin durch-
sucht. Die parallel durchgefiihrten und nachfolgend beschriebenen Methoden brachten schnellere
Erfolge, daher wurde die Untersuchung der Partiellen Genbank nicht weiter fortgefuhrt.

Inverse PCR  Fur die inverse PCR, die in Abschnt2.3.2auf Seitel9 naher beschrieben

ist, wurden je 2 ug genomische DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen vollstandig ver-
daut und soweit verdiinnt, dass sich in der nachfolgenden Ligationsreaktion bevorzugt einzelne
DNA-Molekile miteinander zu zirkularen Fragmenten ligierten. Fur die PCR wurden die Primer
HL2-invers-fwd, -rev (Annealing bei 56 °C) und Horcolin-invers-fwd, -rev (Annealing bei 53 °C)
(Sequenzen siehe in Tabele auf Seitel8) verwendet.

In Abbildung 3.7 sind typische Ergebnisse der Inversen PCR gezeigt. Trotz Variieren der ver-
wendeten Restriktionsenzyme und Versuchsbedingungen ergab die PCR entweder keine isolier-
und klonierbare Banden oder nur vergleichsweise kleine Fragmente von 100 bis 300 bp. Je nach
gewahlten Primerbindungstellen hatten nur wenige (unter 50 bp) Basenpaare upstream der be-
kannten Sequenzen bestimmt werden kdnnen.

M HL#2 Horcolin M HL#2 Horcolin M

@  Haelll Apal | Haelll Hpall Rsal e Sau3Al Mbol | Sau3Al Mbol Mspl S 3000 bo

» ot

o oot [Cotneio] | s

» ol / e
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o
500 bp (—
400 bp dad : e

[ 500 by
300 bp 1 P
200 bp - o B 200 bp
sy
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Abbildung 3.7.: Inverse PCR. Gezeigt sind typische Ergebnisse der Inversen PCR, aufgetrennt in 1%
Agarose in TAE nach Ethidiumbromidféarbung. M: Marker GeneRuler™ 100 bp ¥®MENTAS, 300 ng.

GenomeWalker™  Das Universal GenomeWalker™ Kit der Firma.@TECH in Verbin-

dung mit dem Advantaé‘%Genomic Polymerasemix verspricht eine schnelle und einfach an-
zuwendende Methode zur Klonierung unbekannter DNA-Abschnitte ohne das zeitaufwandige
Screening von Genbanken. Das zugrundeliegende Prinzip dieser Methode ist in A2ttt

auf Seitel9 beschrieben.
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3. Ergebnisse

Die isolierte genomische DNA der Gerste lief3 sich mit dem Restriktionserizyu nur
unzureichend verdauen, so dass nur drei der vier mitgelieferten EnZ&eoR\{, Dral, Pvul
und Std) zur Erstellung der Libraries verwendet werden konnten. Zusatzlich wurden weitere
Restriktionsenzyme fir die Erstellung der Libraries getedtatl, Smd und Ssp. Sie wurden
ausgewahlt, weil sie wie die Enzyme des Kits eine 6 bp lange Erkennungssequenz haben und
blunt end schneiden. MNirul und Sma liel sich die genomische DNA, wie fitvu beobachtet,
ebenfalls nur unzureichend verdauen, so dass zur Ligation an den Adapter Bgpdiérary
eingesetzt wurde.

Zum Design der Primer wurde im Wesentlichen den Empfehlungen im mitgelieferten Hand-
buch Clontech, 1999gefolgt. Da die Upstream-Regionen kloniert werden sollten, wurden die
genspezifischen Primer in reverser Orientierung gewahlt. Die Primer GSP1-HL2 und GSP2-HL2
liegen nicht Gberlappend im zweiten Exon und sind mit 25 und 27 bp in etwa so lang, wie im
Handbuch empfohlen (26 - 30 bp). Die Primer GSP1-Horcolin und GSP2-Horcolin sind 27 und
29 bp lang, wobei der erste Primer im zweiten Intron und der zweite Primer, ebenfalls nicht tiber-
lappend, im ersten Exon bindet. Zudem wurde beim Design der Primer darauf geachtet, dass
eine Dimerbildung mit dem AP1- bzw. AP2-Primer des Kits unwahrscheinlich ist. Die Sequen-
zen sind der Tabell2.2 auf Seitel8 zu entnehmen.

Beide PCR-Reaktionen zeigten anfangs keine Amplifikationen. Daraufhin wurden verschiede-
ne Parameter variiert. Die Annealing- und Extensiontemperaturen beider PCR-Protokolle wur-
den schrittweise verringert, die Zyklenzahl erh6ht und die PCR-Reaktionen in verschiedenen
PCR-Cyclern durchgeflhrt. Erfolg brachte letztendlich die folgende Kombination:

Erste PCR [25594°C, 3min 70°G], [25s 94 °C, 3min 65 °G} und 7 min 65 °C
Zweite ("nested”) PCR [25s94°C, 3min 70 °G}, [25s 94 °C, 3min 65 °G} und 7 min 65°C

PCR-Cycler T3 Thermocycler von BDMETRA

Die Wahl des PCR-Cyclers spielt hier eine besondere Rolle, denn dieselben Programme flhr-
tenin den Cyclern DNA Engine PTC-200i@& YM) und PCR Express ThermalCyclerYBAID)
zu keinen Amplifikationen. Alle drei Cycler nutzen dinnwandige 0,2 ml-PCR-Tubes, wobei je-
doch im HrBAID -Cycler die Temperatur nicht anhand des Ansatzvolumens kalkuliert, sondernin
einem mit Ol gefiilltem Test-Tube direkt wahrend des Programmschrittes gemessen wird. Zudem
zeigt der Vergleich der Gesamtdauer der Programme Unterschiede. Das Modell T3 Thermocy-
cler BIOMETRA braucht mit max. 1,5°C/s im Vergleich zu den beiden anderen Cyclern (ca. 2
bis 3°C/s) zum Einstellen der Temperaturen fur jeden einzelnen Schritt etwas langer, so dass
die praktisch erreichte Dauer jedes einzelnen Schrittes grof3er ist. Das fuihrt vermutlich gerade
bei Annealing und Extension zu verbesserten Amplifikationen.
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3. Ergebnisse
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Abbildung 3.8.: Ergebnisse des PCR des GenomeWalk™ und anschlielende Klonierung. Die Ampli-
fikate der ersten und zweiten ("nested") PCR mit den verschiedenen LibfageR\{ Dral, Stu und

Ssp) wurden in 1,5% Agarose in TAE elektrophoretisch aufgetrennt, die mit Pfeilen markierten PCR-
Fragmente in de®ma-geschnittenen Vektor pBluescript kloniert und die selektierten Klone #2 und #3
fur Horcolin, #4 und #8 fir HL#2 vor der Sequenzierung mittels HB-Lyse (HB) und Restriktio& mmd

(R) auf korrekte Insertion hin tGberprift. M: Marker GeneRuler™ 100 bp VBRNEENTAS, 300 ng.
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3. Ergebnisse

Die Abbildung 3.8 zeigt die Ergebnisse der erfolgreichen GenomWalker PCR-Reaktionen.
Fur Horcolin konnte ein ca. 800 bp grof3es PCR-FragmentDdal-Library kloniert werden,
fur HL#2 ein ca. 900 bp PCR-Fragment nach dem Hinzufiigen der eigesghibrary. Die
One-Step-Klonierung erfolgte jeweils éBnd-Insert in den Vektor pBluescript SK (+/-) von
STRATAGENE, der ein Amipicillinresistenzgen besitzt und die Multiple Cloning Site (MCS) in
einer LacZ-Region vorliegt, was eine Blau-Weil3-Selektion erlaubt (Genkarte im Anhang unter
A.3 auf Seitel38). Die erhaltenen Kolonien wurden tber HB-Lyse und Restriktion auf Insertion
hin Gberprift und einzelne fir eine Sequenzierung ausgewahlt.

Horcolin Upstream-Klon #2
GGGCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCACTATAGGGC
ACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTAAATTACCAAGCATTGCATGGAGACAACTGTCAATAGAAT
CTAGTAAAGCAAATTGAACTGGGATTAATCATTAGTCTTTATAACTGCTAAATTTTTAGAAGAGTT
CACATGGACCCGTTACCACAATGTTACAAGAATGATATTCAGTAAAATGTGCCTGTAATGAGATTG
CTACCAAGTTTTAGACATGTCTAATTAGACAAGAATGGTGTGCATTAATTAATCTTATCTTACAAC
AGTCTCAATGACAGTGAGCGGTGTACTACTTTTATGCTTATCAACTATCGGGAGCTGAGGTGTACG
TACGGCTATATATAGGTGGCTTTCGATCGATCAACGAAGCCATCCAGCAAACTAAGTCACTCTTCT
AGACCAATACATAGGTTGCTGCCTTGGGTGGATTTGGTAAAGCAGGAGCCAAAATGGTATGTGTTT
GATCCACTTATGTAGTTCTTAGTTTTCTTTTCTTCAAAAGAGTGGACGAGTTTGACCAAATATGGA
ATGGTATGTGTTTAGATATTGTCAATATCTTCAATTTTGGAGTAGATTGATGGTAATACTCTCCTC
TAATCAATTCAGAGCAAGCCTGTGAAGATTGGGCCATGGGGTGGGAATGGTGGCAGCGAGCGTGAT
GTCCAGCCAAAGCCCATCCGTATGGTTAGTATGACCGTCAGTAGCGGAGCTATCGTTGACGCTATT
GCATTCACCTATGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGGGAGCTCCAGC

Horcolin Upstream-Klon #3
CGGGCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTGATATCGAATTCCTGCAGCCCATAGGTGAAT
GCAATAGCGTCAACGATTATAGGCCACGCGTGCCCTATAGTGGGCTGGTAAATTACCAAGCATTGC
ATGGAGACAACTGTCAATAGAATCTAGTAAAGCAAATTGAACTGGGATTAATCATTAGTCTTTATA
ACTGCTAAATTTTTAGAAGAGTTCACATGGACCCGTTACCACAATGTTACAAGAATGATATTCAGT
AAAATGTGCCTGTAATGAGATTGCTACCAAGTTTTAGACATGTCTAATTAGACAAGAATGGTGTGC
ATTAATTAATCTTATCTTACAACAGTCTCAATGACAGTGAGCGGTGTACTACTTTTATGCTTATCA
ACTATCGGGAGCTGAGGTGTACGTACGGCTATATATAGGTGGCTTTCGATCGATCAACGAAGCCAT
CCAGCAAACTAAGTCACTCTTCTAGACCAATACATAGGTTGCTGCCTTGGGTGGATTTGGTAAAGC
AGGAGCCAAAATGGTATGTGTTTGATCCACTTATGTAGTTCTTAGTTTTCTTTTCTTCAAAAGAGT
GGACGAGTTTGACTAAATATGGAATGGTATGTGTTTAGATATTGTCAATATCTTCAATTTTGGAGT
AGATTGATGGTAATACTCTCCTCTAATTAATTCAGAGCAAGCCTGTGAAGATTGGGCCATGGGGTG
GGAATGGTGGCAGCGAGCGTGATGTCCAGCCAAAGCCCATCCGTATGGTTAGTATGACCGTCAGTA
GCGGAGCTATCGTTGACGCTTTGCATTCACCTATGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGGGE
GATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGGGAGCTCCAG

Abbildung 3.9.: Sequenzen der Klone #2 und #3 fir die Upstream-Region von Horcolin. Die Sequenz
des flankierenden Vektors ist blau, die des Adapters blau und kursiv markiert. Die neu sequenzierten
Upstream-Regionen sind fett, schwarz dargestellt. Zudem sind die Introns kursiv, schwarz und die Restrik-
tionsenzymschnittstellers(ma und Dral), sowie die Startcodons durch Unterstreichung hervorgehoben.
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3. Ergebnisse

HL#2 Upstream-Klon #8

GGAGCTCCCCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCACTATAGGGCACGCGTGGTCG
ACGGCCCTGGCTGGTATTTCGAAACGAAGGTGTTTGTGGTCTCACACGAAGGCACGGCCCGGCAGT
AGCTACGTAGCGTGGTTTCAAATCTAGCTCCCACCATTTTTGGAGGCCACTAGTTAATTAAGCAAC
GTTACAAAAACGTCAGAGTCGGGAATTATATTCTGCGTCCAACTAATTAAATGGCAGAGCAAATCC
TCATAAATCGAAGTTAGCCACGAGACCCACGAGACAAGGAGGATACACATGCATGGATGAGTTGGA
GGACACGTGGAGGCTGCCCGTCCACCCGAGCCAACTACTCTCGTGTGTTTTGCATATGAAATTCCT
TTTTTTTTCTCGCGTGAGTTTGCATATAAAATTCGTACAAGTGCCTGCCTGGTCAGCTCATCAGCC
CTACTCTCCATCTCGGCGCTTCGTTGTGAGTTAACGAAATGGTCCGTCCTTACTCCGGCTCCCATG
CATGAGCTCCATGATATGCTGTGCTAGCATCTTCTTCACGGGACTCATGGCAGGTTGCTGTTTTGT
GTGCGCGTGCAGAGCAGCAGCCCGGTGGTGAAGCTGGGGCCGTGGGGGEGGCGACGACGGGGTGGLL
CACGACATCACGGTGGCGCCGCAGCGGCTGGAGAGCATCACCATCCGCTGGGGCAAGGTCCTCGAC
TCCGTCGCCTTCACCTACAGGGACAAGGACAACCAGCTGCACACCGCCGGGCLCCTGGGGLEGLGLL
GGAGGGGAGAAGGAAGACCCGGACACGGTGAGCGATCGATCCGGTCCAGGCGGGCGCCTCTTGTCA
TCGATCCTGCTTCTTTTCTTGGTCTGATGTATGCACATGTGTATCTACAGATCACGTTGGGCCCCT
CGGAGTACATAACTCAGGTCGACTGGTCGGTGGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATA
CCGTCGACCTCGAGGG

Abbildung 3.10.: Sequenz des Klones #8 fur die Upstream-Region von HL#2. Die Sequenz des flankie-
renden Vektors ist blau, die des Adapters blau und kursiv markiert. Die neu sequenzierte Upstream-Region
ist fett, schwarz dargestellt. Zudem sind die Introns kursiv, schwarz und die Restriktionsenzymschnittstel-
len (Smad und Ssp), sowie die Startcodons durch Unterstreichung hervorgehoben.

In den Abbildunger8.9 und 3.10sind die Consensussequenzen der Klone #2 und #3 fur die
Upstream-Region von Horcolin und #8 fir die Upstream-Region von HL#2 dargestellt. Auch
hier wurden die durch Sequenzierung mit den vektorspezifischen T3- und T7-Primern erhalte-
nen Einzelsequenzen assembliert. Die Sequenzierung der Klones #4 ergab keine auswertbaren
Ergebnisse.

Die Klone #2 und #3 von Horcolin zeigten im Agarosegel in Abbildg§eine etwas un-
terschiedliche Grol3e des Inserts. Daher wurden beide Klone sequenziert. Dies ergab tatséchlich
eine Unterschied von 50 bp und beruht auf einem Effekt der One-Step-Klonieru&gaitind
einer solchen Schnittstelle im Adapter, bzw. den Primern AP1 und AP2. Kurze Adapterfragmen-
te haben sich bei der Blunt-End-Ligation mit in den Vektor inseriert. Die von solchen Artefakten
bereinigten Sequenzen der Klone #2 und #3 von Horcolin sind identisch. Auch konnte mit diesen
Klonen fiir Horcolin die Sequenz des ersten Introns endgultig bestimmt werden, was in der oben
beschriebenen Intronisolierung nicht zu 100 % gelungen war. Durch die Lage der GSP-Primer im
zweiten Exon konnte durch diesen Klon die Sequenzen der Introns nocheinmal bestatigt werden.

Anhand der nun bekannten Upstream-Regionen wurden neue Primer gewahlt (GSP3 und 4).
Die Versuche mit diesen neuen Primern blieben jedoch leider ohne Erfolg. Zudem erschwerte ein
erhohter GC-Gehalt der Upstream-Regionen die Wahl geeigneter Primerpaare. Trotz weiterer
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3. Ergebnisse

Versuche der Optimierung der PCR-Parameter konnte nur noch ein Klon fir Horcolin isoliert
werden, der sich aber nur unzureichend sequenzieren lief3 und hier deshalb nicht gezeigt wird.

Insgesamt konnten also 426 bp upstream des putativen Startcodons des Horcolin-Genes und
422 bp upstream des putativen Startcodons des HL#2-Genes kloniert und bestimmt werden.

3.1.1.3. Aktuelle, vollstdndige Version der Gene fur HL#2 und Horcolin

Die vollstandigen Sequenzen der Gene fur HL#2 und Horcolin inklusive je ca. 400 bp der Up-
stream-Regionen sind in Abbildung.1 und A.2 im Anhang gezeigt und wurden bEMBL
eingereicht (URL in Tabell&.1). Sie sind dort und tber das "National Center for Biotechnology
Information” (NCBI, URL in TabelleA.1) unter den Accessionnummern AY336086 fur HL#2
und AY 770690 fur Horcolin abrufbar.

3.1.2. Southern-Blot-Analyse

Menhaj (1998) und Grunwald (2002) haben zur Bestimmung der Kopienzahl der Gene zu HL#2
und Horcolin Southern-Blot-Untersuchungen vorgenommen. Bis auf jeweils eine Ausnahme
zeigten die Hybridisierungen mit den einzelnen Verdauansétzen nur eine Bande. Es wurde daraus
geschlossen, dass es sich um Gene in einfacher Kopie im Gerstengenom handelt, vorausgesetzt,
dass es ein Introns mit den jeweiligen Schnittstellen gibt, die im Southern Blot mehrere Banden
verursachen.

Mit der nun erhaltenen Sequenz der Introns flr HL#2 lie3en sich die im Southern Blot flr
HL#2 gezeigten drei Banden beim Verdau mit dem Restriktionsergadrerklaren. Die Schnitt-
stelleSad (GAGCT/C) ist im ersten Intron an Position 33 enthalten.

Der Southern Blot fur Horcolin zeigte bei der Hybridisierung mit dBamrHI-Verdau drei
Banden. Diese lieBen sich jedoch mit den neu erhaltenen Sequenzdaten nicht erklaren, eine
BanHI-Schnittstelle ist weder in den beiden Introns, noch in der Upstream-Region enthalten.
Um herauszufinden, ob es méglicherweise doch mehr als nur eine Kopie des Horcolin-Genes
im Genom gibt, wurde der Southern Blot fur Horcolin wiederholt und zusatzlich weitere Re-
striktionsenzyme fur einfache und Doppelverdauansétze verwendet. Zur Herstellung einer Sonde
wurde eine PCR mit der Horcolin-cDNA als Template und den Primern Horcolin-fwd und -rev
durchgefiihrt und das erhaltene 593 bp groRe DNA-Fragment’migelabelt. Die Abbildung
3.11zeigt das Ergebnis.

Die Hybridisierung de®anHI-Ansatzes zeigt jetzt nur noch eine Bande, wie auch alle an-
deren getesteten Restriktionsanséatze. Der DoppelvegdeRV / Dral kann als Kontrolle ver-
wendet werden, da hier die Grol3e des DNA-Fragmentes eindeutig durch die vorhandenen Se-
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Abbildung 3.11.: Southern Blot fir Horcolin. Je 10 ug genomische DNA wurde mit den genannten Re-
striktionsenzymen verdaut, in 0,8 % Agarose in TAE elektrophoretisch aufgetrennt und im Southern Blots

analysiert. Die Hybridisierung erfolgte mitP markierter Horcolin-cDNA bei 42 °C, in Anwesenheit von
50 % Formamid. MarkerA-DNA Hindlll verdaut.

guenzdaten bestimmt werden kaimal schneidet an Position -423 uittdRV an Positon 774
bezogen auf das putative Startcodon, so dass sich eine Bande in der Grol3e von 1197 bp ergibt,

die im Southern Blot zu erkennen ist. Somit konnte das Vorliegen des HL#2-Genes als einfache
Kopie im Gerstengenom eindeutig gezeigt werden.

3.2. Sequenzvergleiche von HL#2 und Horcolin mit eng
verwandten Proteinen

Die Erweiterung der genomischen Sequenzdaten erbrachte zwar fir die cDNA und damit auch
fur die Proteinsequenzen von HL#2 und Horcolin nichts Neues, jedoch sind in den letzten Jahren
die Eintrage charakterisierter Proteine und EST-Daten in den Datenbanken umfangreicher gewor-
den. Daher konnten die bisher durchgefiihrten Sequenzvergleiche um weitere "neue" Mitglieder
der eng verwandten Proteine von HL#2 und Horcolin erweitert werden.
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3. Ergebnisse

3.2.1. Proteinsequenzhomologien

Fur die Erstellung der Sequenzvergleiche in Abbildung&r?, 3.13und 3.14wurden die Pro-
teinsequenzen im FASTA-Format verwendet, die untemNteBl-Accessionnummern CAB40792
(HL#2), AAK54458 (Horcolin), AAM46816 ("Hessian fly response”, Hfr-1), AAF7126% ("
glucosidase aggegating factor precursor”, BGAF), AAA87042 ("Jasmonat inducible protein of
32.7kDa", JIP 32.7), AAA87041 (JIP 32.6), CAA36189 (GOS9), AAB53810 (SalT), NP908901
("Mannose-binding rice lectin”, MBRL), T10940 (Ipomoelin), AAC49564 (Calsepa) und AAD11
575 (Heltuba) zuganglich sind.

Der Sequenzvergleich wurde nhiultialin (URL in TabelleA.1) erstellt, das ebenfalls mit der
Expasy-Homepage verlinkt ist, und mit dem dort zur Verfligung steheB8eript 2.2 bearbei-
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Abbildung 3.12.: Alignment mit den Programmevultialin undESPript 2.2 (URLs in TabelleA.1). Die
Consensus-Sequenz ist angegeben, wobei ! fir die Aminosauren | oder V, $ fur L oder M, % fur F oder
Y und # fur N, D, Q, E, B oder Z steht. Die Nummerierung der Basenpaare bezieht sich auf HL#2. Es
sind hier nur die homologen C-terminalen Bereiche der Sequenzen fir JIP 32.6/32.7, BGAF und Hfr-1
gezeigt, beginnend an den Positionen 151/151, 151 und 185.
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HL#2 NH{ | 0 T (WG TR 1]-COOH 160 AS
Horcolin NH, l Jacalin domain ]-COOH 146 AS
SalT NH,{ | Jacalin domain [-COOH 145 AS
Hfr-1  NH,{ [ Dirigent domain | l Jacalin domain | FCOOH 345 AS
BGAF NH,- [ Dirigent domain | l Jacalin domain J-COOH 306 AS
JIP 32.6 NH/{ [ Dirigent domain | | | Jacalin domain JFCOOH 304 AS
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Abbildung 3.13.: Dirigent- und Jacalin-like Lektin-Domé&nen in der Proteinfamilie von HL2 und Horco-
lin. Ergebnisse des Sequenzvergleiches mit der "Conserved Domain Database" (CDD).

tet, wobei von den Proteinen JIP 32.6/32.7, BGAF und Hfr-1 nur die homologen C-terminalen
Bereiche gezeigt sind (vgl. auch AbbilduBdL3. Gleichen oder &hnlichen Aminsosauren sind
Boxen hinterlegt, um Cluster zu kennzeichnen.

Zu den in diesem Abschnitt beschriebenen Proteinen wurden beiBiiAST-Suche ("Basic
local alignment search tool") des NCBI eine ganze Reihe weiterer putativer Proteine gefunden,
die von isolierten EST-Klonen (meist a@yza sativa Hordeum vulgareund Zea may} ab-
geleitet werden. Je nach verwendeten Isolierungsmethoden und aufgrund von Sequenzhomolo-
gien wurden so "putativ mannosebindende Lektine" (z. B. NP918855), "putative Lektine" (z. B.
CAC19668) oder "putativ salzinduzierte" Proteine (z. B. XP470893) gefunden.

Bei der BLAST-Suche dexCBI-Seite kdnnen Proteinsequenzen mit der "Conserved Domain
Database"¢DD) verglichen werden. Diese Datenbank enthalt eine Zusammenstellung verschie-
dener funktioneller und/oder struktureller Domé&nen a@BI-Eintrdgen und zwei weiteren
SammlungenSmart ("Simple Modular Architecture Research Tool") urthm. Pfam ist eine
Datenbank mit Proteinfamilien basierend auf einer Zusammenstellung von multiplen Sequenz-
vergleichen und "Hidden Markov ModelsM@archler-Bauer und Bryant, 200#archler-Bauer
etal., 2003Marchler-Bauer et al., 2002Bei der Untersuchung der Proteinfamilie wurden 2 Ele-
mente gefunden: erstens eine "Jacalin-like lectin"-Doméne (pfam01419) bei allen Mitgliedern
und zweitens eine "Dirigent-like protein"-Doméane (pfam03018) bei den JIP-Proteinen, Hfr-1
und BGAF. Proteine, die eine "Jacalin-like lectin"-Domé&ne enthalten, werden zu den Lektinen
gezahlt. Proteine mit einer "Dirigent-like protein"-Domane gehoren zu einer Proteinfamilie, die
bei Pathogenbefall induziert werden. Alle oben beschriebenen Proteine weisen eine "Jacalin-like
lectin"-Doméne auf, der Ubersichtlichkeit halber sind in Abbild@g3aber nur 6 Mitglieder
dargestellt.
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[ |HL#2 (Hordeum vulgare)
[ " .
Hfr-1 (Triticum aestivum)

BGAF (Zea mays)

JIP32.7 (Hordeum vulgare)
— JIP32.6 (Hordeum vulgare)
Horcolin (Hordeum vulgare)
GOS9 (Oryza sativa)

{ SalT (Oryza sativa)

Mannose-bind. rice lectin (O. s.)

Ipomoelin (Ipomoea batatas)

{ Calsepa (Calystegia sepium)

Heltuba (Helianthus tuberosus)

Abbildung 3.14.: Phylogenetischer Stammbaum von HL#2 und Horcolin mit eng verwandten Proteinen.
Der Stammbaum wurde mit dem ProgramustalW / EBI erstellt und zeigt ein Phylogramm. In Boxen
sind jeweils die Mitglieder der 3 Hauptaste zusammengefasst.

3.2.2. Verwandtschaftsgrad von HL#2 und Horcolin

Der Stammbaum in Abbildung.14 zeigt den Verwandschaftsgrad von HL#2 und Horcolin zu-
einander innerhalb der Proteinfamilie. Er wurde @liistalW /EBI (URL in TabelleA.1) erstellt.

Als Darstellung wurde ein Phylogramm gewahlt, bei dem die Proteine aufgrund ihrer Sequenz-
homologien gruppiert werden. Der errechnete Stammbaum lasst sichiemitew bearbeiten

und ausdrucken.

In Abbildung 3.14 wird deutlich, dass HL#2 und Horcolin zwar nah verwandt sind, es aber
dennoch Proteine mit groReren Homologien gibt. HL#2 ist so ndher mit Hfr-1, BGAF und den
beiden JIP-Proteinen verwandt, wobei Horcolin mit GOS9, SalT und anderen Lektinen aus dem
Reis (hier nur MBRL gezeigt) einen eigenen Ast bildet. Dennoch sind alle hier zusammenge-
fassten Proteine Mitglieder einer Proteinfamilie, die sich nicht nur auf monokotyle Pflanzen be-
schrankt (siehe Calsepa, Heltuba und Ipomoelin).

3.2.3. EST-Klone der caBi-Datenbank

GABI ist ein BMBF geftrdertes Projekt zur Analyse und Sequenzierung von Getreidegenomen.
Auf der Projektseite (URL in Tabell&.1) werden laufend neue Daten dieser Forschung und eine
Mdglichkeit zur Sequenzsuche zur Verfligung gestellt. Leider sind bisher nur EST-Datenbanken
freigegeben. In der nachsten Zeit werden hier Daten des Genomes, Wiakidopsis thaliana
bereits verfligbar, zuganglich sein.
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Die Suche nach neuen EST-Eintrdgen in@daBI-Datenbank ergab nur zwei hohe Homologi-
en fur HL#2: die EST-Klone HO03CO7S (Score [bits] 1065, E value 0.0) und HV10E23r (Score
[bits] 817, E value 0.0) (Accessionnummern: CD053900 und CA018979). Der erste Klon stammt
aus dem Kultivar Ingrid BC mlo-5 und wurde aus Blattepidermis 6 und 24 h nach Inokulation
mit Blumeria graminigGerstenmehltau) isoliert. Der zweite Klon wurde aus dem Kultivar Barke
aus Samen 48 bis 96 h nach der Keimung isoliert.

EST-Klone mit hoher Homologie zu Horcolin sind unter anderen HC09B21w (CB868692)und
HC11J10w (CB869518) aus verschiedenen Kultivaren, jedoch immer isoliert aus 3 Tage alten
Koleoptilen.

3.3. Promotoranalyse von HL#2 und Horcolin

Nachdem es gelungen war, jeweils ca. 400 bp der Upstream-Regionen der Gene von HL#2 und
Horcolin zu isolieren, sollten diese miteinander verglichen und auf regulative Motive in der Se-
guenz hin untersucht werden.

3.3.1. Datenbankrecherche

Zur Bestimmung regulatorische Elemente in den genomischen Sequenzen wurden zunachst ver-
schiedene, im Internet zur Verfligung gestellte Programme verwendet. Es gibt eine ganze Reihe
solcher Werkzeuge zur Promotorbestimmung, die sich in der Art der hinterlegten Algorhitmen
und der Darstellung der Ergebnisse unterscheidet. So beschranken sich einige Programme auf
die Angabe einer Promotorregion, andere zeigen einzelne regulatorische Motive an.

GenscanW  GenscanW (URL in TabelleA.1) gibt nur eine Promotor-Region an, ohne einzelne
Motive zu benennerBurge und Karlin, 1997Burge und Karlin, 1998 Fir Horcolin wurde so

eine Promotorregion an Position -78 bis -117 bezogen auf das putative Startcodon (40 bp) be-
stimmt, sowie Angaben zu Exon- und Intronerkennung, die mit AbbildiBgibereinstimmen.

Fur HL#2 konnte mitGenscanW kein Promotor erkannt werden.

Proscan Proscan1.7 (URL in TabelleA.1) bestimmt Promotorregionen anhand von Homolo-
gien mit dem putativen eukaryontischen Pol II-PromoRregtridge, 1995 Fur HL#2 wird eine
putative Promotorregion an Position -64 bis -314 erkannt, wobei der Translationsstart mit -50
in Bezug auf das Startcodon angegeben wird, was mit den experimentellen Daten gut tberein-
stimmt. Weiterhin werden auch einzelne Motive wie z. B. die TATA-Box an Position -80 gefun-
den. Fur Horcolin konnte mit Proscan jedoch kein Promotor bestimmt werden.

61
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PlantCARE PlantCARE ("Plant Cis-Acting Regulatory Element”) ist eine referentielle Daten-
bank mit 435 verschiedenen Transkriptionsmotiven aus Pflanzen (149 Monokotyledonae, 281
Dikotyledonae und 5 Koniferen), die mehr als 159 Promotoren beschreibsodt et al., 2002

Diese Datenbank stellt die mit Abstand umfangreichste Analyse von pflanzliche Promotoren zur
Verfugung und soll daher ndher beschrieben werden. Die wesentlichen Ergebnisse der Analyse
der Umstream-Regionen der Gene von HL#2 und Horcolin sind in der Taébélkeisammenge-

fasst.

PlantCARE ist wie die anderen erwdhnten Programme online im Internet erreichbar (URL in
TabelleA.1). Die angebotene Suchfunktion "Search for CARE" erlaubt einen Abgleich eigener
DNA-Sequenzen mit dieser Datenbank, wobei nach Motiven bekannter regulatorischer Elemente
gesucht wird. Die Ergebnisse werden auf einer interaktiven Seite prasentiert. Hier sind neben den
Informationen Uber Art und Position des gefundenen Motives auch Angaben lber die Gite des
Ergebnisses ("Core-" und "Matrix-Similarity") und mdgliche Funktionen zusammengestellt. Zu
jedem Motiv werden zusatzlich Referenzen in Form von Daten tiber die Gene, in denen das Motiv
beschrieben wurde, und Abstracts der veroffentlichten Artikel in Fachzeitschriften angegeben.

In der Tabelle3.1 sind die Ergebnisse der Suche mit den genomischen Sequenzen von HL#2
und Horcolin zusammengestellt. Gezeigt sind mit einer Ausnahme (Nr. 5 der Motive fur HL#2,
"TGACG-motif") die Motive des "+"-Stranges mit einer "Core"- und "Matrix"-Ubereinstimmung
von 1,000 (100 % Ubereinstimmung) aller in der Datenbank hinterlegten Arten. Zusétzlich sind
die Motive gezeigt, die zwar eine "Core"-Ubereinstimmung von 1,000, die der Matrix aber min-
destens 0,800, wenn das Motiv bei einer monokotylen Pflanze beschrieben worden ist.

3.3.2. Funktionsanalyse der Promotorregionen von HL#2 und
Horcolin

Nach der Analyse der Promotorregionen mit den oben genannten Programmen sollte die Aktivi-
tat der Promotoren auch experimentell durch Klonierung der Upstream-Regionen vor ein Repor-
tergen bestimmt werden.

Fur diese Untersuchung wurde der Vektor pe35AscloptRed von Prof. Maif (Institut fir Pflan-
zenkrankheiten und Pflanzenschutz, Universitat Hannover) freundlicherweise zur Verfligung ge-
stellt, der das Gen fir ein rot fluoreszierendes ProteinDassosomasp., genannt DsRed ent-
halt. Der Vektor DsRed1-C1, der flir die Expression im humanen System erhéltlich ist, war fur
die Expression in Hoheren Pflanzen modifiziert worden. Hierbei war das Startcodon durch das
Einfligen des Motives AACA direkt vor dem Startcodon optimiert und zur besseren Bindung an
Pflanzenribosomen ein Shine-Dalgarno-Motiv (AGGA) an Postion -9 eingefligt worden. Nach
diesen Modifikationen und der Insertion eines doppelten CaMV-35S-Pro-
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EcoRI
EcoRI

z1
S
2x35S wa
\ N\
\ o o H
a
Doppelverdau 1. Klenow
4705 bp EcoRI / BamHI 2. Ligation 3930 bp
DsRed

Ligation mit HL#2 Ligation mit Horcolin
pe35AscloptRed Upstream-Region Upstream-Region pe35AscloptRed
219 bp 399 bp ohnePromotor

N\ N

4149 bp 4329 bp
pe35AscloptRed pe35AscloptRed
mit HL2-Promotor mit Horcolin-Promotor

Abbildung 3.15.: Schema der Klonierung der Upstream-Regionen von HL#2 und Horcolin in den Vek-
tor pe35AscloptRed. Der doppelte CaMV-35S-Promotor des Vektors wurdeaoitl und BanH| aus-
geschnitten und die Upstream-Regionen der Gene von HL#2 und Horcolin stattdessen inseriert. Als
Negativ-Kontrolle wurde ein Vektor ohne Promotor hergestellt. Besondere Regionen des Vektors sind hell-

grau (Ampicillinresistenz-Gen), dunkelgrau (DsRed-Gen), schwarz (35S-Promotor) und blau (Upstream-
Regionen/Promotoren der zu untersuchenden Gene) hervorgehoben.

motor konnte 48 h nach Particle Bombardment in Tabakblattern ein Fluoreszenzsignal nach-
gewiesen werderD)jetrich und Maiss, 2002

Dieser Vektor war fur die Untersuchung der Upstream-Regionen von HL#2 und Horcolin auf
Promotoraktivitat hin vielversprechend, weil sich dessen doppelter CaMV-35S-Promotor mit den
RestriktionsenzymeBcoRI undBanHI ausschneiden und an die Stelle eine mit entsprechenden
Schnittstellen versehene Region gerichtet klonieren lasst (siehe Abbi&li8g Als Negativ-
Kontrolle kann der Vektor ohne Promotor verwendet werden.

Fur die gerichtete Klonierung der Upstream-Regionen von HL#2 und Horcolin wurden Pri-
mer mit den Restriktionsenzym-Schnittstellen EaoRI und BanHl als 5’-Modifikationen her-
gestellt (siehe Abbildun@.16. An die Schnittstellen wurden zusatzlich je 2 weitere Basen am
5’-Ende angefligt, um einen Verdau am Ende des DNA-Doppelstranges aus der PCR zu erleich-
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3. Ergebnisse

HL#2

AATATTTCGAAACGAAGGTGTTTGTGGTCTCACACGAAGGCACGGCCCGGCAGTAGCTACGTAGCGTGGTTTCAAATCTAGC
TCCCACCATTTTTGGAGGCCACTAGTTAATTAAGCAACGTTACAAAAACGTCAGAGTCGGGAATTATATTCTGCGTCCAACT
AATTAAATGGCAGAGCAAATCCTCATAAATCGAAGTTAGCCACGAGACCCACGAGACAAGGAGGATACACATGCATGGATGA
5'-GGGAATTCACGAGACAAGGAGGATACACATGC-3"
[EcoRI]
GTTGGAGGACACGTGGAGGCTGCCCGTCCACCCGAGCCAACTACTCTCGTGTGTTTTGCATATGAAATTCCTTTTTTTTTCT
CGCGTGAGTTTGCATATAAAATTCGTACAAGTGCCTGCCTGGTCAGCTCATCAGCCCTACTC TCCATCTCGGCGCTTCGTTG
3'-TAGAGCCGCGAAGCAAC

TGAGTTAACGARATGGTCCGTCCTTACTCCGGCTCCCAT. . ...
ACTCAATCCTAGGGC-5"
[BamHT]

Horcolin

TTTAAATTACCAAGCATTGCATGGAGACAACTGTCAATAGAATCTAGTAAAGCAAATTGAACTGGGATTAATCATTAGTCTT
5'-GGGAATTCGCATTGCATGGAGACAACTG=3"

[EcoRI]
TATAACTGCTAAATTTTTAGAAGAGTTCACATGGACCCGTTACCACAATGTTACAAGAATGATATTCAGTAAAATGTGCCTG
TAATGAGATTGCTACCAAGTTTTAGACATGTCTAATTAGACAAGAATGGTGTGCATTAATTAATCTTATCTTACAACAGTCT
CAATGACAGTGAGCGGTGTACTACTTTTATGCTTATCAACTATCGGGAGCTGAGGTGTACGTACGGCTATATATAGGTGGCT
TTCGATCGATCAACGAAGCCATCCAGCAAACTAAGTCACTCTTCTAGACCAATACATAGGTTGCTGCCTTGGGTGGATTTGG

3'-GGTTATGTATCCAACGACGGCCTAGGGC-5"
[BamHTI]

TAAAGCAGGAGCCAAAATGGTATGTGTTTGATC . v v v v v v v v v

Abbildung 3.16.: Primerbindungsstellen zur Klonierung der Upstream-Regionen der Gene von HL#2
und Horcolin in den Vektor pe35AscloptRed. Die eingefligte Schnittstellen sind blau/fett, die putative
Promotorregion blau/kursiv, das Startcodon fett/kursiv gekennzeichnet.

tern. Wie zu sehen ist, wurde fur HL#2 nicht die gesamte Upstream-Region kloniert, sondern nur
die Region von - 209 bis - 6 (bezogen auf das Startcodon), die nach Abgleich mit den Sequenzen
aus den DatenbankeRrpscan und GenscanW, siehe oben) mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
Promotorregion beinhaltet (mit Schnittstellen 219 bp). Im Vergleich dazu wurde fiir Horcolin die
gesamte bekannte Upstream-Sequenz von Position - 414 bis - 31 zur Klonierung verwendet (mit
Schnittstellen 399 bp).

Die Plasmide A2 (Vektor mit HL#2-Promotor), B5 (Vektor mit Horcolin-Promotor) und C2
(Vektor ohne Promotor) (vgl. Abbildun8.17) wurden tber eine S&ule gereinigti€@EN QIA
preﬁ@Spin Miniprep Kit) und fir das Particle Bombardment an Goldpartikel gefallt (siehe unter
Abschnitt2.2.9auf Seite24). Der Beschuss erfolgte mit den in Tabell&3 auf Seite26 ange-
gebenen Parametern auf 7 Tage alte Gerstenblatter aus Anzucht unter Normalbedingungen. Die
Inkubation erfolgte fir 48 h ebenfalls unter Normalbedingungen. Die Ergebnisse der anschlie-
R3enden Fluoreszenzmikroskopie sind in Abbild@ib8gezeigt.

In den Fotos A und B der Abbildun®;18sind die Ergebnisse der Positiv- und Negativkontrol-
le gezeigt. Als Positivkontrolle wurde der unveranderte Vektor pe35AscloptRed fur die transiente
Expression verwendet. Dieser zeigte in allen Proben eine starke Expression in Cytoplasma und
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Abbildung 3.17.: Klonierung der Upstream-Regionen von HL#2 (219 bp) und Horcolin (399 bp) in den
Vektor pe35AscloptRed. Gezeigt sind 1%ige Agarosegele nach Ethidiumbromidfarbung. Vektor und
PCR-Fragmente wurden nicoR| und BanH| verdaut, aus dem Gel eluiert (Gel 1) und die Ligations-
ansatze irkE. coli DH5« transformiert. Klone fur HL#2 (A1-A5), Horcolin (B1-B5) und ohne Promotor
(C2) wurden durch HB-Lyse und Restriktion riitndlll auf korrekte Insertion hin Gberprift (Gel II). Die

mit Pfeilen markierten Klone wurden fir den Beschuss ausgewahlt. M: Marker GeneRuler™ 100 bp von
FERMENTAS, 300 ng.

Zellkern. Wie fir den Standardmarker GFP &exjuorea victorisbeschrieben, ist das DsRed-
Protein klein genug, um neben seiner cytoplasmatischen Lokalisation auch durch die Kernpo-
ren in den Zellkern zu gelangen. Als Negativkontrolle wurde das Plasmid C2, also der Vektor
pe35AscloptRed ohne Promotor verwendet, wobei in allen untersuchten Proben nach Beschuss
und 48 und 72 h Inkubation keine Expression nachzuweisen war.

Eine Expression von DsRed unter der Kontrolle der beiden klonierten Promotorbereiche von
HL#2 und Horcolin ist nach 48 h in beiden Fallen nachweisbar. Auch hier ist das DsRed sowohl
im Cytoplasma, als auch im Kern zu erkennen. Die Expression ist im Vergleich zur Positivkon-
trolle mit dem starken, doppelt inserierten CaMV-35S-Promotor etwas schwacher. Auch zeigen
weniger Zellen eine Expression, was jedoch auch auf eine geringere Konzentration der fur den
Beschuss verwendeten Plasmidlésung zuriickgefuhrt werden kann.

Aus den bisherigen Daten war bekannt, dass die Expression von HL#2 durch unterschiedli-
che Lichtflisse reguliert wird. Daher wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen nach Beschuss
der Gerstenbléatter nach 24 h Inkubation die Petrischalen fur weitere 24 bis 48 h ins Hochlicht
(1200 uE ) bei 24 °C oder bei 5 °C uberfuhrt wurden. Die Expression des DsRed unter der Kon-
trolle des HL#2-Promotors liel3 sich jedoch nicht verstarken.

Das Protein Horcolin ist gewebespezifisch nur in den Koleoptilen zu finden. Daher war ange-
nommen worden, dass eine Expression des DsRed-Markers in den Epidermiszellen der Blatter
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3. Ergebnisse

nicht stattfindet, sondern nur in den Zellen der Koleoptile. Das liel3 sich jedoch nicht zeigen. Im

Gegentell, bei Beschuss von Blattern und Koleoptilen konnte eine Expression in beiden Geweben
nachgewiesen werden.

-
-

Abbildung 3.18.: Transiente Expression von DsRed unter der Kontrolle verschiedener Promotoren nach
Particle-Bombardment-Transformation auf unter Normalbedingungen angezogene Gerstenblatter. Gezeigt
sind digitale Bilder der Fluoreszenzmikroskopie mit dem Filtersystem Ex 565/30nm, B 585nm, Em
620/60nm (vergl.2.2.9auf Seite25). Parameter: Gain 16, Rot 0,602 s, Blau 2,080 s, Griin 2,475 s. Weil3e
Balken reprasentieren 10 um . A, transiente Expression unter 35S-Promotor-Kontrolle; B, keine Expressi-
on mit dem Kontrollvektor ohne Promotor; C, transiente Expression unter HL#2-Promotor-Kontrolle; D,
transiente Expression unter Horcolin-Promotor-Kontrolle.
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3.4. Untersuchungen zur Genexpression von HL#2 und
Horcolin auf mRNA-Ebene

In der Arbeiten von Menhaj (1999) und Pdtter (1996) waren Untersuchungen zur Expression des
HL#2 unter verschiedenen Lichtbedingungen und mit Jasmonatbehandlung durchgefiihrt wor-
den. Um beide in dieser Arbeit behandelten Proteine hinsichtlich ihrer Regulation vergleichen zu
kénnen, wurden die genannten Untersuchungen auf Horcolin ausgeweitet, flr das bisher solche
Daten nicht vorlagen, sowie der Einfluss weiterer Umweltfaktoren getestet.

Die Northern-Blot-Analyse mit der Horcolin-cDNA-Sonde ergab keine Induktion bis zu Licht-
flissen von 1500 pE bei 5°C und 24°C. Die Hochlichtbehandlung wurde entsprechend Ab-
schnitt2.1.1auf Seitel3durchgefuhrt und die Gesamt-RNA nach 2 bis 72 h untersucht. Versuche
zur Ergriinung wurden ebenfalls durchgefiihrt. Diese waren jedoch nicht eindeutig.

Auch eine Behandlung mit 45 uM Methyljasmonat, die bei HL#2 nachweislich sowohl die
MRNA, als auch die Proteinmenge positiv regulidfehaj et al., 1999 hatte auf die Expressi-
on von Horcolin keinen Einfluss (getestet 24, 48, und 72 h nach Behandlungsbeginn).

100 uM Abscisinsaure (ABA) bis zu 72 h fuhrte weder bei HL#2, noch bei Horcolin zu einer
Veranderung des mRNA- oder Proteinlevels.

Eine positive Antwort auf mMRNA-Ebene konnte fur Horcolin jedoch auf die Behandlung mit
1,5% NaCl nachgewiesen werden (vgl. AbbilduBg 9. Die Behandlung wurde wie in Ab-
schnitt2.1.1auf Seitel3 durchgefihrt, wobei die Gesamt-RNA nach 24, 48 und 72 h mit der
Horcolin-cDNA-Sonde untersucht wurde. Die mRNA-Menge des Horcolin steigt mit der Salzbe-
handlung bis zu 24 h an und fallt in den nachsten Tagen trotz Weiterbehandlung langsam wieder
ab. FUr HL#2 ist eine Salzinduktion nicht nachweistRugprecht, 2001

Weiterhin wurde eine mdgliche Antwort auf eine Verwundung getestet. Hierflir wurden 6 Tage
alte Gerstenpflanzen aus Normalanzucht verwendet und mit einer Pinzette das Priméarblatt drei-
mal Uber die gesamte Lange und zuséatzlich die Koleoptile einmal in der Mitte gequetscht. Die
Gesamt-RNA wurde mit der HL#2- und der Horcolin-cDNA-Sonde untersucht. Diese Untersu-
chung ergab eine positive Regulation der HL#2-Expression, jedoch keine Anderung des mRNA-
Levels fur Horcolin. Abbildung.20zeigt die Induktion der Transkription des HL#2-Genes nach
der Verwundung. Die mRNA akkumuliert bis zu 4 h und fallt dann innerhalb der n&chsten 24 h
wieder ab.
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Abbildung 3.19.: Expression des Horcolin-Genes unter Salzbehandlung. 6 Tage alte Gerste aus Nor-
malanzucht wurden mit 1,5 % NaCl behandelt oder nur mit Leitungswasser gegossen (Kontrolle, K) und
Gesamt-RNA nach 24, 48 und 24 h isoliert, unter denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch aufge-
trennt und in einem Northern Blot mit einer Horcolin-cDNA-Sonde analysiert. Gezeigt ist der gleichma-
Bige Auftrag der RNA-Proben im Agarosegel und der exprimierte Rontgenfilm nach der Hybridisierung.
Die Signalstarken wurden mit dem Prograniiima 2.09g ausgewertet. Die Saulen reprasentieren die
Mittelwerte, der eingezeichneten Fehlerindikatoren Minimal- und Maximalwerte.

90
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| £ w I
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Abbildung 3.20.: Expression des HL#2-Genes nach Verwundung. 6 Tage alte Gerste aus Normalanzucht
wurden mit einer Pinzette verletzt und Gesamt-RNA nach 4, 8, 12 und 24 h isoliert, unter denaturierenden
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt und in einem Northern Blot mit einer HL#2-cDNA-Sonde
analysiert. Gezeigt ist der gleichmaf3ige Auftrag der RNA-Proben im Agarosegel und der exprimierte
Rontgenfilm nach der Hybridisierung. Die Signalstarken wurden mit dem ProgiEima2.09g ausge-

wertet. Die Séulen représentieren die Mittelwerte, der eingezeichneten Fehlerindikatoren Minimal- und
Maximalwerte.
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3.5. Untersuchungen zu Lokalisation und Transport

Mit der Methode der "Infiltration-Zentrifugation” kdnnen Proteine des Apoplasten isoliert wer-
den (vgl. Abschnitt2.3.1.3auf Seite32). Mishra et al. (1999) haben in dieser Interstitiellen
Waschflussigkeit (IWF) durch Auftrennung Uber eine SDS-PAGE mit anschlie3ender Western-
Blot-Analyse Horcolin und in geringeren Mengen auch HL#2 nachgewiesen (vgl. Abschnitt
3.6.7). D. h. es handelt sich bei HL#2 und Horcolin mit grof3er Wahrscheinlichkeit um extra-
zellulare Proteine. Dennoch weisen die Proteine keine bekannten N-terminalen Signalsequenzen
fr einen Transport Uber das ER / Golgi-System auf. Daher wurden weitere Untersuchungen zur
exakten Lokalisation und der Art des Transportes durchgefuhrt.

3.5.1. Nachweis von HL#2 und Horcolin in der IWF unter
Verwendung geeigneter Kontrollen

Der in friheren Versuchen verwendete zu Horcolin kreuzreaktive Antikbrper ZAK-HL#2 fir
den Nachweis von HL#2 und Horcolin in der IWMishra et al., 1999Menhaj, 1998, erkennt
ebenfalls verwandte Proteine wie JIP 32.6 und 32.6. Um jedoch einen spezifischen Nachweis fur
HL#2 und Horcolin fihren zu kdnnen, wurden fir die Western Blots die nicht kreuzreaktiven
Peptidantikorper fur HL#2 und Horcolin verwendet (vgl. auch Absctan@tl). Auf diese Weise

kann sichergestellt werden, dass keine kreuzreaktiven, verwandten Proteine anstelle von HL#2
und Horcolin in der IWF nachgewiesen werden.

Um eine mogliche falschnegative Kontrolle auf Aktivitat der cytosolischen Malatdehydrogen-
ase durch eine saure Isolierung der IWF zu vermeiden, wurde nach weiteren Kontrollen gesucht,
die unabhéngig vom pH-Wert sowohl als Positiv-, als auch Negativkontrollen verwendet werden
kénnen.

Anstelle des Enzymtests wurde ein Nachweis mit verschiedenen Antikdrpern getestet. In Ab-
bildung 3.21sind die Ergebnisse eines Versuches zur Bestimmung der optimalen Zentrifugati-
onskrafte zum Trocknen der Blatter nach der Infiltration und zur Isolierung der IWF gezeigt. Die
Analyse der Proben aus dieser Reihe in einer SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot er-
gab, dass das Protein HL#2 bereits bei der Kombination 1 000/1 500 rpm, was einer maximalen
Zentrifugationskraft von 200 xg entspricht, gut isoliert werden kann und eine weitere Erhéhung
der rpm-Werte (bis zu maximal getesteten 260 xg) zu keiner verbesserten Ausbeute fuhrt. Daher
wurden im Folgenden diese minimal notwendigen Parameter fur die Zentrifugation verwendet,
um maglichst viel apoplastidare Proteine ohne signifikante cytosolische Verunreinigung isolie-
ren zu kénnen. Der erste Versuch des Nachweises cytosolischer Verunreinigungen mit einem
Antikorper gegen die grof3e Untereinheit der RubisCO zeigte allerdings auch, dass dieser Nach-
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ZAK HL#2 LSU RubisCO
500 750 1000 1500 500 750 1000 1500 rpm
750 1000 1500 2000 750 1000 1500 2000
16 kDa - - 50 kDa

Abbildung 3.21.: Isolierung der IWF mit verschiedenen rpm-Werten. Gezeigt sind zwei Western Blots mit
den Antikérpern Peptid-HL#2 (links) und LSU RuBPcase (rechts) und einer Alkalischen-Phosphatase-
Reaktion. 5 Tage alte Primarblatter der Gerste wurden mit Phosphatpuffer pH 7,5 fur 15 min infiltriert
und in der Zentrifuge Jouan CR 3i, Ausschwingrotor (T 40) mit den angebenen Umdrehungszahlen in rpm
zuerst 1 min getrocknet (oberer Wert) und die IWF anschlieend in 15 min isoliert (unterer Wert). Die
Proben wurden denaturiert und lber eine SDS-PAGE aufgetrennt.

weis in praktisch allen IWF-Proben selbst bei sehr geringen Kréaften und mit stark verdiinntem
Antikorper gelang. Auf die mdglichen Griinde hierfur wird in der Diskussion in AbschAtt
auf Seitel04naher eingegangen.

Als Referenz fur eine Kontamination mit cytosolischen Proteinen wurden letztlich ein Anti-
korper gegen HSP 70 ausgewahlt. Dieser erkennt neben HSP 70 auch das l6sliche Protein HSC 70
(Heat-shock cognate), das konstitutiv unter Normalbedingungen exprimiert wird.

Zusatzlich wurde eine Positivkontrolle mit einbezogen. Hierflr diente ein AntikGrper gegen
das apoplastidare Protein PR-Q, welcher von Prof. Legrand freundlicherweise zur Verfigung
gestellt wurde. Dieses PR-Protein ist eine konstitutivim Apoplasten exprimierte Chitlrase (
grand et al., 198y

Abbildung 3.22 zeigt eine Isolierung der IWF aus Blatt und Koleoptile aus Normalanzucht-
Bedingungen bei 1000 rpm (Trocknen) und 1500 rpm (IWF-Isolierung) mit den oben genann-
ten Kontrollen. Zur Infiltration wurden Puffer mit zwei verschiedenen pH-Werten verwendet
(pH 3,0 und 7,5). Die Proteine der IWF wurden unter denaturierenden Bedingungen in einer
SDS-PAGE zusammen mit einem Gesamtproteinextrakt aufgetrennt und nachfolgend mit den
Peptid-Antikérpern gegen HSP 70, PR-Q, HL#2 und Horcolin untersucht. Es wird deutlich, dass
HSC 70 nur in der Gesamtproteinfraktion nachgewiesen werden kann, aber nicht in den IWF-
Proben. Das Protein PR-Q lasst sich dagegen im Apoplasten nachweisen.

Mit diesen Versuchen kann sichergestellt werden, dass sowohl HL#2 als auch Horcolin in der
IWF auftreten und nicht aufgrund einer unspezifischen Antikorpererkennung verwandter Protei-
ne oder cytoplasmatischer Verunreinigung nachgewiesen werden.
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IWF IWF
— —
pH3,0 pH7,5 | G pH3,0 pH7,5 | G

Hsc 70:
Heat Shock Cognate, 70 kDa;
64 kDa - Konstitutiv exprimiert im

Cytosol, nicht im Apoplasten
64 kDa - Yy pop!

\

45 kDa -

o

30 kDa - %
=

P

17 kDa -

PR-Q:
- Pathogenesis-related Protein, 23 kDa;
22 kDa - Konstitutiv exprimiert im Apoplasten

HL#2:
Hochlicht Klon #2, 18 kDa;
Lokalisiert im Apoplasten

Horcolin:
' 16 kDa - Koleoptil-Lectin, 15,5 kDa;

Lokalisiert im Apoplasten

I W

16 kDa -

6 kDa -

Abbildung 3.22.: Kontrollen zur Isolierung der IWF aus Gerstenbléattern und Koleoptilen. Gezeigt ist ein
silbergefarbtes Tris-Glycin-Gel (links) und vier Western Blots (rechts) mit Antikbrpern gegen die ange-
gebenen Proteine (fir HL#2 und Horcolin die spezifischen Peptid-AK) mit der Alkalischen-Phosphatase-
Reaktion. Apoplastidare Proteine wurde aus 6 Tage alten Priméarblattern inklusive der Koleoptilen mit
Citrat-Phosphat-Puffer pH 3,0 und Phosphat-Puffer pH 7,5 isoliert und gegen einen Gesamtproteinextrakt
(G) unter denaturierenden Bedingungen uber eine SDS-PAGE (14 % Tris-Glycin) aufgetrennt. Auftrag:
2 ug Protein pro Spur (Bradford-Bestimmung), Marker: SeeBlue™ PlusX gX).

3.5.2. Uberprifung moglicher Signalsequenzen fiur HL#2 und
Horcolin

Auffallig war nach der Sequenzierung der genomischen Klone, dass das jeweils erste Intron di-
rekt nach dem jeweiligen putativen Startcodon lokalisiert ist. Daher wurde vermutet, dass mogli-
cherweise durch stressinduziertes alternatives Splei3ing eine Signalsequenz an die cDNA geflgt
wird. PSORT (URL in TabelleA.1) erkennt fur die Sequenzen von HL#2 und Horcolin kei-

ne N-terminalen Signhalsequenzen und gibt eine vergleichsweise unspezifische Lokalisation im
Cytoplasma (mit der Wahrscheinlichkeit von 0,450) und Peroxisom (0,640) an. Wie in der Ab-
bildung 3.23 schematisch dargestellt, lasst sich die Sequenz des ersten Introns im HL#2-Gen,
das direkt nach dem Start-ATG liegt, in einem der moéglichen Leserahmen ohne Unterbrechung
(Stoppcodon) translatieren. Diese kurze hypothetische Peptidsequenz ba28@®RTt mit ho-

her Wahrscheinlichkeit als eine N-terminale Signalsequenz fir die extrazellulare Lokalisation
(Outside 0,728; Vakuole 0,900).
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HL#2 Gen
oo ATG ao b
5‘—|:II 3 — 213 bp = 264 bp 1 3
Frame 1
Orfs Frame 2 ?
Frame 3 > msmassss
- HL#2 cDNA: Peroxisom 0,640
Cytoplasma 0,450
mmmmmmmms Orf - Intron 1: Vakuole 0,900
PSORT Outside 0,728

smmmmnmnns Orf -Intron 2:
Mitochondrial intermembrane space 0,810
Mitochondrial matrix space 0,514
Cytoplasma 0,450

Horcolin Gen

ATG
promotor 155 b
s—_} = 201 bp 234 bp a
Frame 1
Orfs| Frame 2
Framed —— —~- -~ s sEEEEEEER
- Horcolin cDNA: Peroxisom 0,640
Cytoplasma 0,450
PSORT
msmmsnmnnnn Orf -Intron 2:
Mitochondrial intermembrane space 0,791
Peroxisom 0,640
|:|% Exon ——= Intron lllll/—% Orfs

Abbildung 3.23.: Untersuchung der genomischen Sequenzen von HL#2 und Horcolin mit dem Programm
PSORT (URL in TabelleA.1). Abgeleitet von den Genkarten sind die bekannten cDNA-Sequenzen von
HL#2 und Horcolin als durchgezogene, schwarze Linien gezeigt, wobei der jeweilige Leserahmen ange-
geben ist. AuBerdem sind offene Leserahmen als gestrichelte Linien dargestellt, wobei das im Text be-
sprochene erste Intron als hypothetisches Signalpeptid blau markiert ist. Die angegebenen Werte beziehen
sich auf die Bestimmung der Lokalisation miSORT und reprasentieren Wahrscheinlichkeiten.
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3.5.3. Untersuchungen zum Transport durch Klonierung in den
Vektor pGFP

Um der Frage nach der Art des Transportweges nachzugehen, wurde sowohl die cDNA des
HL#2, als auch das oben besprochene erste Intron des HL#2-Genes als hypothetische Signal-
sequenz vor und hinter das Reportergen fir GFP (Grun-fluoreszierendes ProtAegaonsea
victoria) kloniert. Diese hypothetische Signalsequenz wird im Folgenden Leader bzw. Leader-
sequenz genannt. Die Vektoren pGFP-N und pGFP-C fiir die N- und C-terminale Klonierung an
das Reportergen wurden von freundlicherweise von Dr. Haensch (Institut fur Pflanzenbiologie,
TU Braunschweig) zur Verfiigung gestellt (siehe in Abbilduhg auf Seite138im Anhang).

In Abbildung 3.24sind die hergestellten Klone zusammengestellt. Zur Uberprifung, ob in die-
sem System Uberhaupt ein Fusionsprotein transportiert wird, wurde als Kontrolle ein Konstrukt
verwendet, in dem die Transitsequenz der RubisCO N-terminal vor das GFP kloniert wurde. Das
exprimierte GFP soll so in die Plastiden der Epidermiszellen transportiert werden.

Ncol‘ Fglll
GFP-N |
Ncol‘ ‘Bglll
GFP-C ]
Ncol‘ ‘Bglll
HL#2 in pGFP-N .
Ncol‘ ‘Bglll
HL#2 in pGFP-C ]
Ncol‘ Pglll
Leader in pGFP-N I
Ncol‘ ‘Bglll
Leader in pGFP-C .
rbsc in pGFP-N @ @000

Abbildung 3.24.: Ubersicht uber die klonierten GFP-Konstrukte zur transienten Expression der GFP-
Fusionsproteine. Das GFP ist als schwarzer, HL#2 als dunkelgrauer Balken dargestellt. Das hypothetische
Signalpeptid (Leader) fur HL#2 ist hellgrau und das bekannte Transitpeptid der RubisCO (rbsc) hellgrau
mit Rahmen markiert.
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Fir die gerichtete Klonierung mit den RestriktionsenzyNen und Bglll wurden Primer mit
den entsprechenden Schnittstellen als 5’-Modifikation hergestellt. Um einen Verdau am Ende
des DNA-Doppelstranges aus der PCR zu erleichtern, wurden an die Schnittstellen zuséatzlich
2 bzw. 4 weitere Basen dem 5’-Ende zugeflugt. Die Primer Nict-fwd und HL2-Bglll -rev
fur die Klonierung der HL#2-cDNA und Leader-HLU®eol -fwd und Leader-HLZ2BglII -rev fur
die Klonierung der hypothetischen Leadersequenz (Sequenzen siehe in ZaballeSeitel8)
sind so gewabhlt, dass die Klonierung jeweils in das entsprechende Leseraster des GFPs erfolgte.
Um eine 8 bp lange komplementare Sequenz der beiden Primer zu unterbrechen und so eine
Dimerbildung wahrend der PCR zu vermindern, wurde in der Sequenz des Leadétddl-2-
fwd an Position 14 die Base Cystein gegen Thymin ausgetauscht. Das mutierte Triplet CTT
kodiert jedoch fur die gleiche Aminosaure (Leucin) wie das urspringliche CTC ("Kazusa-codon-
usage"-Tabelle fur Gerste), so dass die Mutation nicht in der Aminoséauresequenz auftritt. Da das
Primerpaar sowohl fur die N-, als auch die C-terminale Klonierung verwendet wurde, besitzen
die Rev-Primer kein Stoppcodon. Der Vektor pGFP-C enthalt unmittelbar nach der MCS ein
Stoppcodon, das anstelle dessen verwendet werden kann.

Die Abbildung3.25zeigt die Ansequenzierung der Plasmide aus der beschriebenen Klonie-
rung. Durch die Sequenzierung mit den Primern GFPbsfor fur die pGFP-C-Plasmide und GFPbs-
rev fur die pGFP-N-Plasmide (Primer in Tabel& auf Seitel8) wurde die Klonierung in den
Leserahmen des GFPs Uberprift.

Fur die transiente Expression wurden die sequenzierten Plasmide an Goldpartikel gefallt und
zunéachst fur eine Particle-Bombardment-Transformation nach der Vorschrift in Abs2i2ngét
auf Seite24 der Epidermiszellen von Primarblattern der Gerste aus Normalanzucht verwendet.

In Abbildung 3.26sind die Ergebnisse der Transformation nach 48 h zusammengestellt. Das
unveranderte GFP ohne Signalsequenz wird im Cytoplasma exprimiert und ist zudem so klein,
dass es durch die Kernporen in den Nucleus dringen kann. Das mit dem Transitpeptid der Rubis-
CO versehene GFP ist nach 48 h in den Plastiden der Epidermiszellen nachzuweisen.

Die Fusion mit dem Protein HL#2 hat sowohl als N-, als auch C-terminale Fusion keinen
Einfluss auf den Transport, so dass in allen Fallen ausschlief3lich eine cytoplasmatische Lokali-
sation nachgewiesen werden kann, die cDNA allein also scheinbar keine Information fir einen
Transport enthalt. Auch das als hypothetische Signalsequenz klonierte Intron des HL#2-Genes
fuhrte nicht zu einem Export des GFPs aus der Zelle. Wie in den anderen Préparaten auch, kann
ausschlieflich cytoplasmatische Expression nachgewiesen werden.

Um herauszufinden, ob méglicherweise Umwelteinfliisse oder Stressbedingungen einen Trans-
port induzieren kdnnen, wurde die Blatter nach dem Beschuss mit den verschiedenen Plasmiden
mit Jasmonat, ABA oder 1,5 % NaCl-Losung durch Einspriihen 24 h nach dem Beschuss behan-
delt, bzw. unter Hochlicht gestellt oder der Beschuss auf mit Mehltau befallene Blatter vorge-
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HL#2-cDNA in GFP-N:

5'-[...]GAATTCGCCCTTATCCATGGAAATGAGCAGCAGCCCGGTGGTGAAGCTGGGGCCGTGGGGGGG
N S P L S M EM S S S P V V KL G P W G G
CGACGACGGGGTGGCCCACGACATCACG [...] ATGTTCGGCCGCGCCGGAGACTACCTCCACGCCATC
b bp GVv A HDITI[..] M F G R AGUD YL HA ATI
GGCTTCTACGTCCTCCCAGAGACCAGTCTCGCATCCAGATCTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG[...1-3"
G F Y v L P E T s L A S R S MV s K G E E

HL#2-cDNA in GFP-C:

5'-[...]AATGAGCAGCAGCCCGGTGGTGAAGCTGGGGCCGTGGGGGEGGCGACGACGGGGTGGCCCACGA
M S S S PV V KL GUPWGGUDTUDGV A HD
CATCACGGTGGCGCCGCAGCGGCTGG [...] ATGTTCGGCCGCGCCGGAGACTACCTCCACGCCATCGG
I T VAP QRTUL [...] M F GRAGT D VY ULUHA ATI G
CTTCTACGTCCTCCCAGAGACCAGTCTCGCATCCAGATCTTAAAAAGGGCGAA. . .]-3"
F Y V L P ET S LA SU R S 2 K G R

Leader in GFP-N:

5'-[...]TCGCCCTTATCCATGGGTCCGTCCTTACTTCGGCTCCCATGCATGAGCTCCATGATATGCTGT
s p L Ss M G P S L L RL P CM S S MTICOC
GCTAGCATCTTCTTCACGGGACTCATGGCAGGTTGCTGTTTTGTGTGCGCGTGCAGAGCTAGATCTATGGT
A S I F F T G L. M A G CCU FVCAUCUZ R AR SMUVY
GAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGC[...1-3"
S K G E EL F T GV VvV P I L V E

Leader in GFP-C:

5'"-[...]CCGTCCTTACTTCGGCTCCCATGCATGAGCTCCATGATATGCTGTGCTAGCATCTTCTTCACG
P S L LR L P CMS S MICOCMASTIVF F T
GGACTCATGGCAGGTTGCTGTTTTGTGTGCGCGTGCAGAGCTAGATCTTAAAAAGGGCGAATT[...]1-3"

G L M A G CCUFVCACIZRA AR S 2 K G R I

Abbildung 3.25.: Uberpriifung der GFP-Fusionskonstrukte durch Sequenzierung. Gezeigt sind jeweils
die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz (blau) der Insertionen im Leserahmen des GFP
(fett, schwarz). Die Schnittstellen véitad und Bglll sind kursiv und fett markiert. Leader bezeichnet die
hypothetische Signalsequenz fur HL#2.

nommen. Die Behandlung mit ABA, Salz und Hochlicht flihrte ebenfalls zu keinem Export des
GFPs. Die Versuche mit Jasmonat und Mehltau-Befall lie3en sich nicht eindeutig auswerten.
Abbildung 3.27 zeigt eine oft beobachtete sporadische, lokal begrenzte Fluoreszenz der Zell-
wand, die neben der beschriebenen cytoplasmatischen Fluoreszenz auftritt. Diese Fluoreszenz
tritt meist in den Zellwanden mehrerer benachbarter Zellen auf. Sie ist moglicherweise eine
unspezifische Fluoreszenz, die durch Schadigung der Epidermis hervorgerufen werden kann.
Gerade bei Mehltau-Befall besitzen die Lasionen in der Epidermisschicht eine starke Eigenfluo-
reszenz, die eine Unterscheidung von GPF- und Eigenfluoreszenz erschwert.
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Abbildung 3.26.: Transiente Expression der GFP-Fusionsproteine nach Particle-Bombardment-
Transformation auf Gerstenblatter (Oberseite, aus Anzucht unter Normalbedingungen, 7 Tage alt). Ge-
zeigt sind digitale Bilder der Fluoreszenzmikroskopie mit dem Filtersystem Excitation 450 - 490 nm, Be-
am Splitter 510 nm, Emission 520 nm (vergl.: Abschgif?.9auf Seite25). Parameter: Rot 0,602 s, Blau
2,080s, Griin 2,475s, Gain 16. Weil3e Balken reprasentieren 10 um . A, transiente Expression des GFP
der unverénderten pGFP-N und pGFP-C-Vektoren ohne Fusion; B, transiente Expression des Fusionspro-
teins rbsc und GFP (N-terminale Fusion an GFP, Transport in Plastiden); C-F, transiente Expression der
Fusionsproteine aus HL#2 und GFP N-terminal (C) und C-terminal (D); Leader und GFP N-terminal (E)
und C-terminal (F). Leader bezeichnet das hypothetische Signalpepitd fur HL#2.
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Abbildung 3.27.: Fluoreszenz in gestresstem Gewebe (Gerstenblatter, Oberseite). Gezeigt sind digitale
Bilder der Fluoreszenzmikroskopie mit dem Filtersystem Excitation 450 - 490 nm, Beam Splitter 510 nm,
Emission 520 nm (vergl2.2.9auf Seite25). Parameter: Rot 0,602 s, Blau 2,080 s, Griin 2,475 s, Gain 16.
WeilRe Balken reprasentieren 10 um . A, Fluoreszenz nach Particle-Bombardment-Transformation Mehl-
tauinfizierter Gerstenblatter; B, Fluoreszenz nach Particle-Bombardment-Transformation von Gerstenblat-
tern mit Jasmonatbehandlung.

3.5.4. Nachweis der hypothetischen HL#2-Leadersequenz durch
RT-PCR

Da die Aussagen aus den GFP-Bildern nicht eindeutig waren, wurde mit einer RT-PCR Uber-
pruft, ob das erste Intron als alternative Signalsequenz des HL#2-Genes in der Fraktion der
RNA nachgewiesen werden kann. Wenn diese hypothetische Signhalsequenz unter bestimmten
Bedingungen, moglicherweise stressinduziert, aus der Pra-mRNA nicht durch Spleil3ing entfernt
wiurde, sollte es in einer RNA-Extraktion nachweisbar sein. Das Ergebnis dieser RT-PCR ist in
Abbildung 3.28 dargestellt. Fir diesen Test wurden Gerstenpflanzen sowohl etioliert (A), als
auch unter Normalbedingungen (C) angezogen. Etiolierte Pflanzen wurden 4 h (B) belichtet, er-
grunte Pflanzen jeweils 8 h nach Verwundung (D), Hochlicht bei 25 °C (E) und Hochlicht bei
5°C (F) geerntet, Gesamt-RNA nach der Vorschrift isoliert und nachfolgend mit DNase verdaut.
Die RT-PCR wurde semiquantitativ nach der Vorschrift in Abschit.3.4auf Seite21 mit
gleichen RNA-Mengen durchgefuhrt, wobei 3 ug DNase-verdaute Gesamt-RNA fiir eine cDNA-
Synthese und 150 ng der cDNA fiir die nachfolgende PCR eingesetzt wurde. Fir letztere wurden
zwei Primerpaare verwendet: Intron1-HL2-fwd und -rev, die innerhalb des Introns binden und
HL2-fwd und -rev (siehe in Tabell2.2 auf Seitel8). Das erste Primerpaar dient zum Nachweis

der Intronsequenz, das zweite, cDNA-spezifische Primerpaar zur Kontrolle auf Reste genomi-
scher DNA. Die mit diesem Primerpaar amplifizierten PCR-Fragmente sind ca. 400 bp grof3, was
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M HL#2-Intron1 HL#2-cDNA M

s A ‘B C D E F | A¥BC D E F

e —
e -~ - 900 bp
G L"'“! - 700 bp
' : ----ﬁ-ﬂ-SOObp
e 3 : - 300 bp

L e e G e :

- 100 bp

Abbildung 3.28.: Nachweis der hypothetischen Leadersequenz von HL#2 in der RNA durch RT-PCR.
Gezeigt sind die Ergebnisse der PCR mit 150 ng cDNA aus etiolierten (A) und unter Normalbedingungen
angezogen (C) Gerstenblattern. Etiolierte Pflanzen wurden 4 h (B) belichtet, ergriinte Pflanzen jeweils 8 h
nach Verwundung (D), Hochlicht bei 25 °C (E) und Hochlicht bei 5 °C (F) geerntet. M: Marker GeneRu-
ler™ 100 bp von ERMENTAS, 300 ng.

der cDNA-Gro3e von 411 bp entspricht. Amplifikate der genomischen DNA sollten ca. 200 bp
groRRer sein. Diese sind hier nicht nachweisbar. In allen untersuchten Proben A bis F kann das
Intron mit spezifischen Primern mit einer Gréf3e von 117 bp nachgewiesen werden.

3.6. Biochemische Eigenschaften der Proteine HL#2
und Horcolin

Viele der isolierten Proteine der Apoplastenflissigkeit gehdren zu den PR-Proteinen, méglicher-
weise gilt das auch fur HL#2 und Horcolin, die nachweisbar Lektineigenschaften besitzen (vgl.
Kapitel 1 auf Seitel). Beide Proteine wurden deshalb hinsichtlich ihrer biochemischen Eigen-
schaften (spezifische Zuckerbindung und Quartarstrukturen) naher untersucht, um ihre mogli-
chen Funktionen besser verstehen zu kénnen, z. B. bei einer Bindung an Zellwandkomponenten
zur Stabilisierung unter Stressbedingungen oder bei der Pathogenabwehr.

3.6.1. Herstellung eines Peptid-AK fur Horcolin

Wie in der Einleitung beschrieben, zeigte der erste gegen das aufgereinigte Fusionsprotein GST-
HL#2 erhaltene Antikdrper (ZAK-HL#2) im Western Blot eine Kreuzreaktivitat mit einem zwei-

ten Protein, das deshalb zun&chst HL#2* und nach weiterer Charakterisierung Horcolin genannt
wurde. Um beide Proteine eindeutig voneinander unterscheiden zu kdnnen, wurde zu dem bereits
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HL#2 MSSSPVWVKLGPWEEDDGVAHDI TVAPQRLESI TI RWGKVLHSVAFTYRDKDNQLHTAG P 59

Hor col i n MBKP- - VKI GPWXENGGSERDVQDKPI RWSMTVSSGAI VDAl AFTYVGT DNVQ—ISSG K 58
*'k ) 'k* *kkk k- .'k : * * * * * .:.::**** ..** 'k

HL#2 WGGAGCEKEDPDTI TLGPSEY! TQVDWSVGPFKLKEI EHCI TSLKFVTNQASYGPFGYAV 119

Hor col i n WEGTGG - - TEDTI NLDATNYVTEI SGTVGKFGTDDI - - - VTSLKI | TSKGVTRTY%GT 112
*** * % ****.:: :*** ..* :****.:*...

HL#2 DSTHYSL PVLNNGSVWGVFGRAGDYLHAI GFYVLPETSLAS 160

Hor col i n G | PFRVPVLDGEKI AGFFGRAGAFLDAI GFYI TP- - - - - - 146

. sk k ok * . *+ kkk k% sk Kk kk ok *

Abbildung 3.29.: Zur Herstellung des horcolinspezifischen Antikérpers verwendete Peptidsequenz. Ge-
zeigt ist ein Sequenzvergleich zwischen den Proteinsequenzen von HL#2 und Horcolin (ers@llt-mit
stalW) und der Position der jeweiligen Peptide, die fir die Antikdrperherstellung verwendet wurden.

vorhanden spezifischen Peptidantikdrper fir HL#2 ein zweiter gegen das entsprechende Peptid
von Horcolin hergestellt. Hierftr wurde das Peptid NGGSERDVQPKPI gewahlt.

Abbildung 3.29 zeigt dieses Peptid im Vergleich zu dem fir den HL#2-Antikérper verwen-
deten. Das Alignment der Proteine HL#2 und Horcolin zeigt, dass an der ausgewéhlten Positon
die Sequenzhomologien gering sind und daher zu erwarten war, dass der Antikbrper nur noch
Horcolin, nicht aber HL#2 erkennen wird.

Dieser Antikdrper wurde von ARoO-Bio (www.agro-bio.com) hergestellt. Um eine spatere
parallele Verwendung mit den Antikdrpern ZAK-HL#2 aus Ziege und Peptid-HL#2 aus Kanin-
chen auch in Gewebeschnitten zu erméglichen, wurden zur Immunisierung zwei Hiihner verwen-
det. Nach der ersten Immunisierung wurden zwei Nachimmunisierungen nach 9 und 20 Tagen
durchgefuhrt und die Igy-Extraktion 35 Tage nach der ersten Immunisierung vorgenommen. Je
20 ml Serum mit Proteinkonzentrationen von 10 bis 20 mg/ ml wurden aus je 6 Eiern gewonnen.
Abbildung 3.30 zeigt die Qualitat der beiden gelieferten Antiseren. Die zusatzlich gelieferten
Nullseren (14 Tage vor Immunisierung) weisen einige leichte Erkennungen im héhermolekularen
Bereich auf und eine pragnante bei ca. 30 kDa, die aber nach der Immunisierung verschwinden,
oder zumindest reduziert sind. Die Western-Blot-Analyse zeigt eine horcolinspezifische Erken-
nung bei 15,5kDa, die durch die Verwendung entsprechender Verdiinnungen noch verbessert
werden kann, jedoch keine HL#2-Erkennung. In Abbild@n8l sind die nun vorhandenen An-
tikorper fur HL#2 und Horcolin gegeniibergestellt.

3.6.2. Zuckerbindungstest

Frihere Untersuchungen von Rupprecht (2001) und Grunwald (2002) haben bereits gezeigt, dass
HL#2 und Horcolin in der Lage sind, reversibel an Zuckerverbindungen zu binden. Der Einfluss
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Abbildung 3.30.: Qualitat des Peptid-Horcolin-Antikdrpers. 5 ug losliche Proteine aus den basalen Ab-
schnitten 6 Tage alter Priméarblatter inklusive der Koleoptilen wurden bei pH 3,0 (A) und 7,5 (B) isoliert, in
einem 14 %igen Tris-Glycin-Gel aufgetrennt und anschlielend im Western Blot analysiert. Der immuno-
logische Nachweis erfolgte mit unterschiedlichen Verdiinnungen der Antikdrper aus beiden Hihnern und
dem sekundaren Antikérper Anti-Huhn-1gG-AP in der Verdiinnung 1:10 000. Parallel wurden die Null-
seren der Tiere auf bereits vorhandene Reaktivitat mit Gerstenproteinen getestet. M: Marker SeeBlue™
Plus2, NovVEX.
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Abbildung 3.31.: Vergleich der verschiedenen Antikérper gegen HL#2 und Horcolin. 5 ug Gesamtpro-
tein aus den basalen Abschnitten 6 Tage alter Priméarblatter inklusive der Koleoptilen wurden in einem
14 %igen Tris-Glycin-Gel aufgetrennt und anschliel3end entweder silbergefarbt oder im Western Blot ana-
lysiert. A: silbergefarbtes Gel, B-D: Western Blots mit den Antikérpern ZAK-HL#2 (B, 1:500), Peptid-
HL#2 (C, 1:1000) und Peptid-Horcolin (D, 1:1000) und den entsprechenden sekundéaren Antikérpern
Anti-Ziege / Kaninchen/Huhn-IgG-AP in der Verdinnung 1:10000. M: Marker SeeBlue™ Plus2, N
VEX.

der sauren Extraktion auf die Bindungsfahigkeit wird hier in einem Bindungsversuch mit Man-
nose, Maltose und Galaktose untersucht.

Die Ergebnisse der in in Abbildury32zusammengefassten Bindungstests zeigen Folgendes:
Horcolin besitzt nicht nur eine Affinitat fir Mannose, wie bereits friiher nachgewiesen werden
konnte, sondern auch fur Maltose, jedoch nicht fur Galaktose. Letzterer Versuch stellt somit auch
sicher, dass die Bindungen tatsachlich mit den untersuchten Zuckern stattfanden und nicht mit der
Agarosematrix. Weiterhin zeigte sich, dass der pH-Wert des Extraktionspuffers bei der Isolierung
der Proteine tatséchlich eine Rolle spielt. Erfolgte die Extraktion im neutralen Milieu, zeigte
Horcolin keine aktive Bindungsfahigkeit. Anders bei der sauren Extraktion mit anschlielRender
Neutralisierung mit 0,2 M NaOH auf pH 7,5, hier kann eindeutig eine reversible Bindung an
Mannose und Maltose nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.32.: Bindungsfahigkeit von HL#2 und Horcolin an verschiedene Zucker. Fur diesen Test
wurden 2 g Primarblatter (6 Tage alt, Normalanzucht) inklusive Koleoptilen in 6 ml Extraktionspuffer,
pH 3,0 bzw. pH 7,5 homogenisiert, zentrifugiert und der Uberstand mit der 18slichen Proteinfraktion fiir
den Bindungstest bei pH 7,5 an Galaktose-, Mannose- und Maltose-Agarose im Batchversuch verwen-
det. Gezeigt sind Western Blots der in SDS-PAGE (14 %) aufgetrennten Proteinfraktionen mit dem An-
tikbrper ZAK-HL#2 und Anti-Ziegen-IgG-AP. In Spur A ist die Proteinlésung vor der Bindung an die
Zucker aufgetragen. Die Proteinldsungen wurden mit den entsprechenden Zuckern inkubiert, danach wie-
der zentrifugiert und der Uberstand in Spur B aufgetrennt. Die Zucker-Matrizes wurden zweimal mit dem
zur Proteinisolierung verwendeten Extraktionspuffer durch Schitteln, Zentrifugieren und Verwerfen des
Uberstandes gewaschen und der Uberstand nach dem letzten Waschschritt in Spur C tiberprift. Die gebun-
denen Proteine (Spur D) wurden durch Inkubation mit 0,1 M Citronenséure (pH 2,3) mit je 0,1 M Mannose
und Maltose von der Matrix eluiert. M: Marker SeeBlue™ Plus®MEX.
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3.6.3. Papainverdau von HL#2 und Horcolin

Durch den Verdau der Proteine aus IWF und l6slicher Proteinfraktion mit der Protease Papain,
die nach einer bestimmten, kurzen Aminosauresequenz schneidet, sollten gelegentlich auftreten-
de Banden im Western Blot mit den HL#2 und horcolinspezifischen Antikdrpern im Bereich von
50 bis 90 kDa untersucht werden. Hierbei wurde untersucht, ob diese Banden eventuell unzurei-
chend denaturierte Multimere der Proteine reprasentieren.

IWF und l6sliche Proteine wurden aus 6 Tage alten Gerstenblattern aus Normalanzucht iso-
liert, zur Konzentration der Proteine und Puffertausch dialysiert, gefriergetrocknet und in 150 mM
NaCl in einer Konzentration von 4 mg/ml aufgenommen. Der Verdau wurde durch Verdinnung
von 10 pl Protein in 60 pl Verdaupuffer (50 mM Tris-HCI pH 8,0 mit 5 mM CgQind Zugabe
von 10 ml Papain (1:50 in Verdaupuffer verdinnic8A, P3125) bei 37 °C verdaut. Der Ver-
dau wurde nach 5, 10 und 20 min durch Zugabe von einem Volumendrit@D3-Probenpuffer
(vgl. Abschnitt2.3auf Seite30) und 5 minttigem Kochen gestoppt. Die Proben wurden nachfol-
gend in einem 14 %igen Tris-Glycin-Gel aufgetrennt und in einem Western Blot analysiert (siehe
Abbildung3.33.

. IWF .M Losl. Proteine
0 5 10 20 --,0, 5 10 20 | min
L e ‘ " |-98 kDa
o - p i - 64 kDa
b - 50 kDa
o -36 kDa
T'TIrrl W 2o
A . |-16 kDa
s - : .
— “ “ P M - L “ i - 6 kDa
<« HL#2,18 kDa
<« Horcolin, 15,5 kDa

Abbildung 3.33.: Proteaseverdau von HL#2 und Horcolin in der IWF und I6slichen Proteinfraktion. Pro-
teine der IWF und der l6slichen Fraktion wurden mit Papain behandelt und der Verdau nach 5, 10 und
20 min gestoppt. Gezeigt sind die denaturierten Proteine in einem 14 %igen Tris-Glycin-Gel nach Silber-
farbung (A) und der entsprechende Western Blot (B) mit dem zu Horcolin kreuzreaktiven primaren Anti-
korper ZAK-HL#2 (1:500) und dem Sekundéaren Anti-Ziegen-lgG-AP-Antikorper (1:10 000). M: Marker
SeeBlue™ Plus2, NVEX.
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Die oben beschriebenen Proteinbanden bleiben auch nach dem Verdau bestehen, jedoch zeigte
sich bei der Auswertung ein anderer interessanter Sachverhalt: Beide Proteine weisen Papain-
schnittstellen auf. HL#2 hat drei an den Positionen 92 (FKL), 94 (LKE) und 104 (LKF), so dass
bei einem vollstdndigen Verdau neben kleinen Fragmenten zwei Peptide mit den Massen 9,8 kDa
und 6,1 kDa entstehen. Horcolin besitzt eine Papainschnittstelle an der Position 97 (LKI), so dass
das 15,5 kDa grol3e Protein in zwei Peptide der Grol3en 10,1 kDa und 5,4 kDa fragmentiert wird.
Um auch diese kleineren Peptide im Western Blot nachweisen zu kbnnen, wurde der zu Horcolin
kreuzreaktive ZAK-HL#2-Antikorper verwendet.

In Abbildung 3.33zeigt sich folgendes Bild: die HL#2-Bande verschwindet in der I6slichen
Fraktion nach Papainverdau und es treten die Banden der Peptide von ca. 6 und 9 kDa auf. Die
HL#2-Bande bleibt aber in der IWF unverédndert. Horcolin lasst sich hingegen sowohl in der
IWF, als auch in der I6slichen Fraktion nicht verdauen. Moglicherweise Uberdecken verschiedene
Glykosylierungen oder andere posttranslationelle Modifikationen die Papainschnittstellen oder
die Quartarstruktur verhindert einen Verdau.

3.6.4. Untersuchung der Quartarstruktur des Horcolin

HL#2 und Horcolin sind durch Sequenzvergleiche und Zuckerbindungstests als Proteine mit
Lektineigenschaften bestimmt worden. Das wiederum gibt einen Hinweis auf die méglichen
Quartarstrukturen, da nur multimere Proteine in der Lage sind, zu agglutinieren. Um die Anzahl
der Monomere zu bestimmen, wurde eine Gelfiltration mit nativ aufgereingtem Horcolin durch-
gefuhrt. Durch die Verwendung eines sauren Proteinextrakes aus etiolierten Koleoptilen konnte
Horcolin in der Proteinldsung angereichert werden.

Hierfir wurden 2 g Koleoptilen 6 Tage alter Pflanzen aus Dunkel-Anzucht mit 6 ml Citrat-
Phosphat-Puffer pH 3,0 mit 0,1 M NaCl und 1 mM Mg®@lomogenisiert, im Vivaspin-Konzen-
trator (5,0 MWCO PES) konzentriert und mit Phosphatpuffer pH 7,6 umgepuffert (vgl. Abschnitt
2.3.3auf Seite3db). Zur Erstellung einer Proteineichgerade wurde neben den im Methodenteil be-
schriebenen einzelnen Proteinen auch ein Mix aus Catalase (240 kDa), Ovalbumin (45 kDa) und
Myoglobin (17 kDa) zusammen aufgetragen (vgl. Abbild3a84 A). 100 pl des umgepufferten
Koleoptilextraktes mit einer Konzentration von 1 mg/ml wurde fur die Gelfiltration nach der
Vorschrift in Abschnitt2.3.8auf Seite43 eingesetzt. Die Proteine der wahrend der Gelfiltration
gesammlten 0,5 ml-Fraktionen wurden in 10 % TCA gefallt, denaturiert, Gber eine SDS-PAGE
(14 %) aufgetrennt und im Western Blot mit dem spezifischen Peptid-Horcolin-Antikdrpers un-
tersucht.

Abbildung3.34zeigt ein Chromatogramm des oben beschriebenen Eichproteinmixes (A) und
die aus allen Retentionszeiten der Eichproteine erstellte Eichfunktion (B, die Proteine des Mixes

85



3. Ergebnisse

:?;A A 2,00 B
100 B o
1,80
1,70 \E\
1,60
1,50 E
5o 1,40 \
130
1,20 y =-0,1583Ln(x) + 2,324
1,10
1,00
oA A » 10 100 1000
0 10 20 30 40 [ming
el A : b " Cc M 10 11 12 13 14 15 16 17 18 R D
100
98 kDa -
64 kDa
50 kDa 4
36 kDa
50 ¢
\\//\\J 16 kDa A ’
0 l\.’- »
0 20 40 [min]

Abbildung 3.34.: Bestimmung der Quartarstruktur des Horcolin durch Gelfiltration mit einem nativen,
sauer isolierten Koleoptilproteinextrakt. Gezeigt ist in A das Chromatogramm des oben beschriebenen
Eichproteinmixes, in B die aus den Werten aller Eichproteine erstellte Eichfunktion, in C das Chroma-
togramm des Koleoptilextraktes und in D der Western Blot mit den wahrend der Filtration gesammelten
und TCA-geféllten Proteinfraktionen 10 bis 18 mit den Antikérpern Peptid-Horcolin (primérer) und Anti-
Ziegen-lgG-AP (sekundarer). R, Rohextrakt (der Koleoptilproteine) vor dem Auftrag auf die Saule; M,
Marker SeeBlue™ Plus2, BVEX.

sind blau markiert). Teil C der Abbildung zeigt das gesamte Chromatogramm der Gelfiltration
mit dem sauren Koleoptilextrakt. Die Bereiche I, Il und Ill zeigen, welche Fraktionen untersucht
wurden. In den Bereichen | und Il wurden 1 ml-Fraktionen, im Bereich Il 0,5 ml-Fraktionen
gesammelt, die im Western Blot analysiert wurden.

Fraktion 16 in Abbildung3.34 Teil D weist die starkste Horcolinerkennung auf und repra-
sentiert die aus der Matrix tretenden Proteine nach 27 min. Rechnerisch ergibt sich somit aus
der Beziehung der Eichfunktion eine native Molekuilgréf3e von 57,25 kDa. Da ein Monomer des
Horcolin 15,5 kDa grof3 ist, liegt das native Protein mit grof3er Wahrscheinlichkeit in tetramerer
Form vor.
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3.7. Untersuchung der Proteinzusammensetzung der
IWF

Um HL#2 und Horcolin als extrazellulare Proteine im gréf3eren Zusammenhang betrachten zu
kénnen, wurde die Proteinzusammensetzung der IWF als apoplastidére Proteinfraktion genauer
untersucht. Eine weitere extrazellulare Proteinfraktion war durch die Untersuchung der Proteine
in der Guttationsflussigkeit aidordeum vulgardGrunwald et al., 200B8beschrieben worden,

so dass hier die Proteinfraktionen der IWF nicht nur allein, sondern im Vergleich zu der Guttati-
onsflussigkeit untersucht wurde.

3.7.1. Massenspektrometrische Bestimmung einiger IWF-Proteine

Die Zusammensetzung der Proteine der IWF ist abhangig von der Wahl des verwendeten Infil-
trationspuffers und dessen pH-Wert. Um beide Proteinfraktionen besser vergleichen zu kénnen,
wurde der pH-Wert der isolierten Guttationsfliissigkeit bestimmt und ergab pH 5. Zur Isolierung
der IWF wurde deshalb ein Phosphat-Puffer mit dem gleichen pH-Wert verwendet und die IWF
aus den guttierenden Pflanzen isoliert. Zur Konzentration der Proteine wurden die Konzentrato-
ren von MVASCIENCE (Vivaspin 20, 5000 MWCO, PES) verwendet. AbbilduB@5 A zeigt

die eindimensionale Auftrennung der Proteine aus IWF und Guttationsflissigkeit.

Einer der pragnantesten Unterschiede zwischen IWF und Guttation besteht in dem Auftreten
einer prominenten Doppelbande mit ca. 25 kDa Molekulargewicht in der IWF. Die h6hermo-
lekularen Bereiche sind sich &hnlicher. Die Proteine der Doppelbande und eine weitere nur in
der IWF vorhandene Bande bei ca. 10 kDa wurden aus einem 9 %igen Tris-Tricin-Gel nach ei-
ner Coomassie-Colloidal-Farbung ausgeschnitten und fur eine Proteinsequenzierung mit eine
ESI Q-TOF Massenspektrometrie mit Trypsin verdaut. Die Massenspektrometrie wurde freund-
licherweise von Dr. Piotrowski am Lehrstuhl fir Zellphysiologie, Bochum durchgefiihrt. Die
erhaltenen Peptidsequenzen wurden flir einen Abgleich mit Eintradgen bekannter Proteinsequen-
zen bei NCBI verwendet. Nachfolgend sind die Proteine mit der jeweils hochsten Homologie zu
allen Peptiden einer Bande angegeben.

I HVGLP 1 "Germin-like" Protein
Organismus: Hordeum vulgare
NCBI-Accession-Nr..  CAA75907
Molekulargewicht: 22 und 23kDa
sequenziertes Peptide: VTFLDDAQVKK Charge 2+ Masse 1262.46
NPAYSTYLNSPNAR Charge 2+ Masse 1566.44
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Abbildung 3.35.: Vergleich der Proteine aus IWF und Guttationsflussigkeit. Guttationsflissigkeit wurde
von 6 bis 8 Tage alte Gerstenpflanzen in Normalanzucht gesammelt und die IWF bei pH 5 aus einigen der
6 Tage alten Blatter isoliert. Jeweils 2 ug Protein wurde in einem 14 %iges Tris-Glycin-Gel aufgetrennt
und silbergefarbt (A). B zeigt die Auftrennung der Proteine aus der IWF bei pH 3,0 und 7,5 in einem 9%
Tris-Tricin-Gel nach Coomassie-Colloidal-Farbung. Sequenzierte Banden sind mit Rahmen versehen und
romisch durchnummeriert. M: Marker SeeBlue™ Plus®wHX.

I HvVGLP 1 "Germin-like" Protein
Organismus: Hordeum vulgare
NCBI-Accession-Nr.. CAA75907
Molekulargewicht: 22 und 23kDa
sequenzierte Peptide: LKSVLGGSG Charge 2+ Masse 816.30
VTFLDDAQVKK Charge 2+ Masse 1262.46

11 Lipid-Transfer Protein 7a2b
Organismus: Hordeum vulgare
NCBI-Accession-Nr.: CAA65680
Molekulargewicht: 9kDa

sequenzierte Peptide: SGVQGLDGLAR Charge 3+ Masse 1961.51
LAYLVAYVTGR Charge 2+ Masse 1224.36
DQPPAATCSGVQVG Charge 3+ Masse 1495.36
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Abbildung 3.36.: Massenspektra der HvGLP-Banden der IWF. Die rémische Nummerierung entspricht
der Bandenbezeichnung in AbbilduBg35 | ist die Bande mit dem héheren apparenten Molekularge-
wicht, Il die mit dem geringeren.

89



3. Ergebnisse

etioliert ergrunt

Abbildung 3.37.: Expression der HvGLPs in der IWF. Die IWF wurde bei pH 3,0 und 7,5 aus 6 Tage
alten Primarblattern (B) und Koleoptilen (K) jeweils aus Dunkel- und Normalanzucht isoliert. Jeweils
2 ug Protein (Bestimmung nach Bradford) wurden in einem 14 % SDS-Gel (Tris-Glycin) aufgetrennt und
silbergefarbt. Marker: Eichproteinmix aus Phosphorylase (94 kDA), Alkoholdehydrogenase (50 kDa) und
Myoglobin (17 kDa).

Die einzeln sequenzierten Proteinbanden der Doppelbande sind sich im Massenspektrum sehr
ahnlich (vgl. Abbildung3.36) und das Peptid VTFLDDAQVKK taucht in beiden Sequenzierun-
gen auf, dass zu 100 % in die Sequenz des HVGLP 1 passt. Dennoch ist das apparente Moleku-
largewicht eines Proteins wenige kDa gro3er. Das in Klammern gesetzte Peptid der Bande | ist
jedoch nicht in HYGLP 1 enthalten und gehdrt moglicherweise in einen nichthomologen, kurzen
Sequenzabschnitt der GLP-Proteine, der den Unterschied im Molekulargewicht ausmacht.

Eine zu allen identifizierten Peptiden der Bande 1l (Abbilduh85 zu 100 % identische
Proteinsequenz gibt es nicht, jedoch ist das Lipid-Transfer Protein 7a2b nah verwandt, dass
zu beinahe 100 % identisch ist mit dem Lipid-Tranfer Protein 3Eiticum aestivun{NCBI-
Accessionnummer: AAP23941). Auch die ahnliche Grof3e der LTPs von 9 kDa spricht dafir.

Die beschriebenen "Germin-like" Proteine sind nicht in allen IWF-Proben gleichermalien ver-
teilt, sondern von der Art der Isolierung und dem verwendeten Pflanzenmaterial abhangig. So
sind GLPs im Apoplasten von Koleoptilen weder aus Dunkel- noch aus Normalanzucht zu iso-
lieren (siehe Abbildun@®.37). Im Blatt hingegen lassen sich die GLPs sowohl in etiolierten, als
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auch ergrinten Pflanzen nachweisen, wobei jedoch die relative Menge in der Gesamtmenge der
IWF-Proteine bei ergriinten Primarblattern gréfer ist als in etiolierten. Der pH-Wert des Infil-
trationspuffers spielt nur eine untergeordnete Rolle, die Unterschiede in der Bandenstérke sind
gering.

3.7.2. Vergleich der IWF und Guttationsproteine in der
2D-Gelelektrophorese

Nach dem eindimensionalen Vergleich der IWF und der Guttationsflissigkeit wurde die Prote-
inzusammensetzung auch in einer 2D-Gelelektrophorese untersucht. Hierfir wurden die Proben
aus der in AbschnitB.7.1beschriebenen eindimensionalen Auftrennung verwendet. Damit die
Proteinmuster beider 2D-Gele vergleichbar sind, wurden sowohl gleiche pH-Werte zur Isolie-
rung der IWF- und Guttationsprobe, als auch IPG-Strips mit immobilisiertem pH-Gradient von
BIORAD fur die Isoelektrische Fokussierung (IEF) verwendet.

Fur die 2D-Gelelektrophorese wurden je 100 ug Protein verwendet, wobei hierfur die Prote-
inbestimmungsmethode nach Bradford (vgl. Abschi.2.2auf Seite34) verwendet wurde.
Parallel durchgefuihrte Bestimmungen nach Smith (vgl. AbscBr8t2.1auf Seite34) ergaben
im Mittel eine Proteinkonzentration, die um das funf- bis zehnfache Gber den Werten der Brad-
fordmessung lagen. Da letztere in saurem Milieu ablauft, kbnnen Proteine ausfallen, die in der
Messung dann nicht mehr erfasst werden.

Die IEF wurde nach der Vorschrift in Abschnit3.5auf Seite37 durchgefihrt. Die Auftren-
nung in der zweiten Dimension erfolgte in einer SDS-PAGE (9 % Tris-Tricin). Abbild2i16§
zeigt die silbergefarbten 2D-Gele der IWF und Guttation, wobei die Fixierung, abweichend von
der Vorschrift in Abschnit.3.6.2auf Seite40, nicht iber Nacht, sondern nur 2 h durchgefuhrt
wurde.

3.7.3. Konzentrationsbestimmung von PR-Q in IWF und Guttation

In Abschnitt3.5.1ist gezeigt worden, dass sich das Protein PR-Q als konstitutiv exprimierte,
extrazellulare Chitinase in der IWF nachweisen lasst. Auch in der Guttationsflissigkeit ist dieses
Protein neben anderen PR-Proteinen vertreBrarfwald, 2002 Um einen Hinweis zu erhalten,

in welchen Mengen diese Proteine, die im Zusammenhang mit einer Pathogenabwehr diskutiert
werden, selbst in augenscheinlich ungestressten Pflanzen vorkommen, wurde die Konzentration
des PR-Q in quantitativen Western Blots mit einer Verdiinnungsreihe von rekombinantem PR-Q
und dem spezifischen Anti-PR-Q-Antikérper untersucht.
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Abbildung 3.38.: 2D-Gelelektrophorese der Proteine aus IWF (A) und Guttationsflissigkeit (B). Jeweils
100 ug Protein (Bestimmung nach Bradford) wurden fir eine Isoelektrische Fokussierung von pH 3 bis 10
und eine anschlie3ende PAGE in 9 % Tris-Tricin verwendet. Die Gele wurden silbergefarbt.
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Zur quantitativen Bestimmung von PR-Q in der Guttationsflissigkeit und IWF aus ungestres-
sten Gerstenblattern wurden die Protein-Konzentrationen nach Bradford bestimmt. Die im We-
stern Blot der Abbildun@.39angegebenen Mengen an Protein in der jeweiligen Probe wurde in
einem 17 %igem SDS-Gel (Tris-Glycin) elektrophoretisch getrennt und im Western Blot mit dem
spezifischen Antikérper Anti-PR-Q analysiert. Parallel dazu wurde eine Verdinnungsreihe von
rekombinantem Protein PR-Q auf das Gel aufgetragen und die Konzentrationen an PR-Q in der
Guttationsflussigkeit und IWF durch Abgleich der Signalintensitaten mit einer Eichfunktion aus
den Signalen der Verdinnungsreihe bestimmt. Die Intensitat der Banden wuideltindtnalyst
(von BIORAD) gemessen.

Um zu verlasslichen Daten zu kommen, wurden die Versuche mehrere Male mit verschiedenen
IWF- und Guttationsproben durchgefuhrt. Die konzentrierten Proteine wurde jeweils in mehre-
ren Verdiinnungstufen im Western Blot neben der gleichen Eichreihe (48, 24, 12, 6, 3 und 1,5ng)
an rekombinantem PR-Q aufgetrennt. Jeder Blot wurde einzeln mit einer Eichfunktion ausgewer-
tet und die relativen Bandenintensitaten der PR-Q-Reihe und der Proteinprobe verglichen. Die
Mengen an PR-Q wurden dann jeweils auf 1 ug Protein bezogen. Alle Einzelauswertungen sind
nachfolgend zur Erstellung des Saulendiagrammes verwendet worden.

Fur die IWF ergibt sich fur 1 ug Protein im Mittel 9,5 ng PR-Q. Dies entspricht also etwa 1 %
der Gesamtproteine. Die Konzentration der Proteine in der IWF nach der hier beschriebenen
Isolierungsmethode betragt durchschnittlich 450 ug /ml, so dass sich eine Konzentration von
4,5ug /'ml fir PR-Q in der IWF aus ungestressten Primarblattern ergibt.

Im Mittel sind in 1 pg der Guttationsproteine 36 ng PR-Q enthalten. Dies entspricht damit etwa
3,6 % der Gesamtproteinfraktion. Da die gesammelte Guttationsflissigkeit vor der Konzentrie-
rung fur die Analyse eine Proteinkonzentration von durchschnittlich 4,2 ug / ml aufweist, ergibt
sich eine mittelere Konzentration von PR-Q in der Guttationsflissigkeit von 150 ng/ml.
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Abbildung 3.39.: Konzentrationsbestimmung von PR-Q in IWF und Guttationsfliissigkeit. Gezeigt ist
oben ein typischer Western Blot mit dem spezifischen Antikbper gegen PR-Q. Rekombinantes PR-Q wur-
de in einer Verdiinnungsreihe auf 17 %ige Tris-Glycin-Gele aufgetragen und aus den Signalstarken auf der
entwickelten Membran eine Eichfunktion erstellt. Die Proteine der IWF (A) und der Guttation (B) wurden
ebenfalls in Verdiinnungstufen aufgetragen. Die Bestimmung des PR-Q in den jeweiligen Proben erfolgte
durch Abgleich der Signalstarken mit der Eichfunktion. Das Diagramm enthalt die Daten aller Versuche,
wobei fir A (IWF) und B (Guttation) die Saule jeweils 1 ug Protein entspricht. Die Saulen reprasentieren

die Mittelwerte, der eingezeichneten Fehlerindikatoren Minmal- und Maximalwerte.
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4. Diskussion

Die Daten aus dem Ergebnisteil sind im Folgenden kurz zusammengefasst aufgelistet, bevor sie
in den nachsten Abschnitten im Zusammenhang diskutiert werden.

In dieser Arbeit wurden die vollstandigen Sequenzen der Gene von HL#2 und Horcolin mit
422 bzw. 426 bp upstream des jeweiligen putativen Startcodons isoliert. Mit diesen Daten konn-
ten die Genkarten beider Gene mit Intron- und Exonpositionen bestimmt und Untersuchungen
zu cis-regulatorischen Elementen durchgefuhrt werden. Beide Gene liegen in einfacher Kopie im
Genom der Gerste vor, sind aufgrund ihrer ahnlichen Struktur vermutlich durch Genverdopplung
entstanden und stellen Mitglieder einer Genfamilie dar. Durch Klonierung vor das Reportergen
fur DsRed konnte gezeigt werden, dass die isolierten Bereiche der Upstream-Regionen der Gene
von HL#2 und Horcolin Promotoraktivitat aufweisen.

Weiterhin konnten transient erhéhte Transkriptlevel unter Stressbedingungen fir beide Gene
nachgewiesen werden. HL#2-mRNA akkumuliert nach mechanischer Verwundung mit einem
Maximum innerhalb von 4 h, wahrend die mRNA des Horcolin verstarkt in den ersten 24 bis
48 h unter Salzstress gebildet wird.

Durch die Verwendung adaquater Kontrollen bei der Isolierung der IWF wurde gezeigt, dass
sowohl HL#2 als auch Horcolin Proteine des Apoplasten darstellen. Da weder HL#2 noch Horco-
lin Gber ein bekanntes N-terminalen Signalpeptid fir den Transport Uber das ER/ Golgi-System
verfigen, wurde der Transportweg und die Mdglichkeit alternativen Spleil3ings mit transienter
Expression von GFP-Fusionsproteinen und RT-PCR untersucht.

HL#2 und Horcolin weisen hohe Sequenzhomologien zu solchen Proteinen auf, die sich durch
biotische und abiotische Stressbedingungen induzieren lassen. Sie sind in der Lage, pH-abhéangig
spezifisch an Zucker zu binden, wie im Fall des Horcolin an Maltose und Mannose. Fur Horco-
lin konnte eine tetramere Struktur gezeigt werden, fur HL#2 wird von einer tetrameren oder
dimere Struktur ausgegangen. Weiterhin ist es gelungen, einen fir Horcolin spezifischen Peptid-
Antikorper herzustellen, der eine eindeutige Unterscheidung beider hier untersuchter Proteine
und anderer nah verwandter Proteine erlaubt.

In einem zweiten Teil wurden die Proteine der IWF im Allgemeinen als Fraktion der apo-
plastidaren Proteine durch ein- und zweidimensionale Gelelektrophorese und Teilsequenzierung
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dominanter Proteinbanden ndher untersucht und den Proteinen der Guttationsfliissigkeit gegen-
Ubergestellt.

4.1. Isolierung der Gene fur HL#2 und Horcolin

Zu Beginn dieser Arbeit wurden die genomischen Sequenzen zu HL#2 und Horcolin aus dem
Gerstengenom isoliert, um durch die Bestimmung der Introns und upstream gelegener regula-
torischer Elemente beide Gene hinsichtlich ihrer Verwandtschaft und Regulation miteinander
vergleichen zu kdnnen.

Um die genomischen Klone von HL#2 und Horcolin zu erhalten, war zu Anfang mit dem An-
legen einer partiellen Genbank begonnen worden (vgl. Abschiitt.2auf Seites0). Mit dieser
Methode héatten jeweils 4 bis 6 kb grol3e DNA-Abschnitte isoliert und sequenziert werden kon-
nen, in denen sowohl Informationen zu den Introns der Gene, als auch die Promotoren enthalten
gewesen waren. Das Genom der Gerste ist mit 5000 Mb allerdings sehr grol3. Es Ubersteigt bei
weitem das vorrabidopsis thaliang130 Mb), aber auch das anderer Kulturarten, wie z. B. der
Kartoffel (1 000 Mb). Allein der Saatweizeiiticum aestivurjp mit rund 16 000 Mb tberragt
die GenomgréRe der Gerste noch. Gerste ist diploid, wobei die DNA in sieben Chromosomen
(2n=14) vorliegt. 70 bis 80 % der chromosomalen DNA besteht aus repetetiven Sequ&razen (
ner und Altschmied, 20Q1Die Wahrscheinlichkeit, Gene in diesem Pool durch das Screening
einer Genbank zu finden, die in einfacher Kopie im Genom vorliegen, wie dies bei HL#2 und
Horcolin der Fall ist (vgl. AbschnitB.1.2auf Seite56), ist sehr gering. Selbst bei der Verwen-
dung von Fragmenten von etwa 6 000 bp Lange und einer Verringerung der zu screenenden Klone
durch eine partielle Genbank mit einem Zehntel des Genomes ist der gesuchte Klon in 100 000
anderen versteckt. Das parallel durchgefuhrte Screening wurde daher nach Erfolg der anderen
Methoden zur Isolierung der Introns und Upstream-Regionen nicht weiter verfolgt.

Die Introns beider hier untersuchter Gene konnten mit spezifischen, die cDNA flankierenden
Primern durch PCR mit genomischer DNA isoliert werden. Anhaltspunkt fiir die zu erwarten-
den GroRRenfragmente war die hypothetische HL#2-Genkarte von Menhaj (1998) (siehe Abbil-
dung3.1lauf Seite46). Neben den dominanten PCR-Fragmenten, die sequenziert wurden, traten
einige Banden im Agarosegel auf, die um wenige 100 bp gro3er waren. Diese sehr viel schwache-
ren Banden wurden nicht ndher untersucht, da HL#2 und Horcolin als Einzelkopien im Genom
vorliegen. Betrachtet man die Ahnlichkeiten der beiden Gene, die sich nicht nur in der Nukleo-
tidsequenz, sondern auch in der Lage der jeweiligen Introns zeigt, liegt die Vermutung nahe,
dass es sich hier um Mitglieder einer Genfamilie handelt, die urspriinglich durch Genverdopp-
lung entstanden isZhu et al., 1996Churin et al., 1999 Mdglicherweise sind die schwachen
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Banden der PCR mit genomischer DNA auf vergleichsweise unspezifische Bindungen an weite-
re Mitglieder der Genfamilie zuriickzufiihren. Auch im Southern Blot sind zum Teil zusétzliche,
schwache Signale auf der Membran zu erkennen, die sich aber durch stringentere Waschbedin-
gungen entfernen lassen. Auf diese Art lassen sich auch die von Grunwald (2002) im Southern
Blot fir Horcolin gezeigten zusatzlichen Banden erkléaren (vgl. Abschaifte? auf Seite56).

Diese traten in der vorliegenden Arbeit nicht mehr auf, so dass gezeigt werden konnte, dass auch
das Gen flr Horcolin, wie bereits von Menhaj (1998) fir HL#2 gezeigt, in einer Kopie im Genom
der Gerste vorliegt.

Durch Verwendung der Primer in der 5’- und 3’-UTR der cDNA konnte die Isolierung des rich-
tigen Genes anhand der Erkennung bereits bekannter Exonsequenzen bestatigt werden. Es fallt
jedoch auf, dass die einzelnen Exons in unterschiedlichen Leserahmen liegen. AbBi28ng
auf Seiter3 zeigt, dass entweder das putative Startcodon bei Horcolin um einen Frame verscho-
ben ist oder eines der Exons bei HL#2. Fehlende Basenpaare durch fehlerhafte Sequenzierungen,
die zu einer Verschiebung des Leserasters fuhren, kbnnen ausgeschlossen werden, da alle Se-
guenzen mehrfach mit dem gleichen Ergebnis sequenziert wurden. Auch die Position des ersten
Introns direkt nach dem putativen Startcodon wurde so mehrmals be$étigtan und Genes-
canW erkennen ebenfalls die experimentell bestimmten Splei3ingstellen. Homologe Proteine zu
HL#2 und Horcolin sind in den Datenbanken dé3SBI gut beschrieben, die Gene jedoch sehr
selten. Eines der wenigen Beispiele ist das Gen GOS9, das ein wurzelspezifisches Protein aus
Oryza sativakodiert und zu Horcolin hoch homolog ist. Auch dieses Gen besitzt zwei Introns,
wobei das erste ebenfalls direkt nach dem putativen Startcodon bedefater und Schil-
peroort, 1992 Auch dies ist ein Hinweis dafir, dass es sich hier um eine Genverdopplung noch
vor der evolutiven Trennung von Gerste und Reis hani¥aih QDamme et al., 2004b

4.2. Verwandtschaft zu anderen Proteinen

Proteine mit Lektineigenschaften wurden in den letzten Jahren immer haufiger isoliert und besser
charakterisiert (vgl. Abschnitt.4 auf Seite7). So findet sich beNCBI eine grof3e Zahl homo-

loger Proteine zu HL#2 und Horcolin. Die zu HL#2 am nachsten verwandten sind die Proteine
Hfr-1 ("Hessian fly response”) und BGAF4-glucosidase aggegating factor precursor"). Die
Hfr-1 mRNA ist in Weizenpflanzen, wie die des HL#2 in Gerste, konstitutiv exprimiert, steigt
aber nach einem Befall mit Larven der Hessenfliddayetiola destructorinnerhalb zwei Tagen

an und fallt dann bis zu Tag fuinf wieder auf den normalen mRNA-Level zuNitkgms et al.,

2002. BGAF wiederum wurde aus Mais isoliert und stellt ein 35 kDa grof3es Protein dar, das spe-
zifisch ans-Glucosidase bindeEsen und Blanchard, 20p@ie Homologie zu den jasmonatin-
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duzierbaren Proteinen JIP 32.6 und JIP 32&¢(et al., 199bwurde bereits friher beschrieben
(Mishra et al., 1999 Es zeigt sich jetzt, dass sich HL#2 und Horcolin in der Proteinfamilie nicht
am néachsten stehen, sondern zwei getrennte Arme im Stammbaum (siehe AbBiltiagf
Seite60) darstellen. HL#2 scheint, auch wenn die Daten zur Expression unter Jasmonat und Ver-
wundung mit einbezogen werden (vgl. Abschdi®.2auf Seitel01), mit Hfr-1, BGAF und den

JIPs eine Untergruppe zu bilden, die in Zusammenhang mit Pathogenbefall, Verwundung und
Jasmonatinduktion steht. Horcolin dagegen bildet mit seinen nachsten Verwandten SalT, GOS9
und anderen Proteinen aOsyza sativeeine eigene Gruppe. SalT ist ein Protein, dessen mRNA
hauptséachlich in jungen Geweben exprimiert ist und durch Salzstress und Behandlung mit ABA
induziert werden kannGlaes et al., 1990Garcia et al., 1998 Zhang et al. (2000) beschreiben

ein zu SalT zu 97 % identisches Protein als mannosebindendes, salzinduziertes Lektin mit den
zwei Isoformen Orysata 1 und 2. Die beschriebenen Proteine aus den Monokotylen sind dieje-
nigen mit den héchsten Homologien zu HL#2 und Horcolin. Daneben gibt es jedoch eine ganze
Reihe weiterer, wie z. B. das MRL, ein mannosebindendes Reislektin, das durch Infektion mit
Magnaporthe griseanduziert wird Qin et al., 2003 Das Vorkommen dieser Proteine ist jedoch
nicht auf die Monokotylen Pflanzen beschrankt. Es gibt ebenfalls zahlreiche, bereits bekannte,
homologe Beispiele aus Dikotylen Pflanzen, wie Heltubakeiganthus tuberosug§v/an Dam-

me et al., 1999 Calsepa au€alystegia sepiunfPeumans et al., 200Phnd Ipomoelin aus der
SuRkartoffel [manishi et al., 199 Weiterhin interessant ist die Verwandtschaft zu den myrosi-
nasebindenden Proteinen aArabidopsis thalianaindBrassica napugGeshi und Brandt, 1998
Taipalensuu et al., 199,/die einen Hinweis auf die Funktion von HL#2 und Horcolin geben und

in Abschnitt4.7 auf Seitel15naher diskutiert werden.

Alle hier beschriebene Proteinen weisen eine "Jacalin-like lectin"-Domane auf, die auf die
Zugehorigkeit zu den Pflanzenlektinen hinwebldafchler-Bauer et al., 200%ankaranarayanan
et al., 1996. Die friher gebrauchte Definition eines Lektines aufgrund der Fahigkeit zur Agglu-
tination von Erythrozyten ist im pflanzlichen System wenig sinnvoll, so dass nun das Vorhan-
densein von ein oder mehreren Zuckerbindungsdoménen im Protein als einziges Kriterium zur
Bestimmung eines Lektines vorgeschlagen witdmans und Van Damme, 1995

Hfr-1, BGAF und die JIP 32.6 und 32.7 besitzen neben der "Jacalin-like lectin"-Doméane im C-
Terminus, der auch zu den anderen soeben beschriebenen Proteinen homolog ist, eine "Dirigent"-
Domane nach Marchler et al. 2003. Alle Proteine mit dieser Domé&ne gehbéren zu einer Protein-
familie, die bei einem Pathogenbefall induziert werden und bei der Lignifikation beteiligt sind.
Auf die Bedeutung der Verwandschaft zu diesen Proteinen fur die méglichen Funktionen von
HL#2 und Horcolin wird in Abschnitt.7 eingegangen.
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4.3. Promotoranalyse

Promotoren sind diejenigen Sequenzelemente, die sich in unmittelbarer Nahe des Transkripti-
onsstartpunktes befinden und deren Reihenfolge und Abstande zueinander relativ fixiert sind. In
den meisten Genen enthalt die kurze Sequenz des Kernpromotors, der den Transkriptionsstart
vermittelt, eine TATA-Box, eine GC-reiche Region und eine CAAT-Box. Diese Elemente sind
an der Bindung der RNA-Polymerase Il beteiligt. Sequenzelemente, deren Position und Polaritat
in Bezug auf den Transkriptionsstartpunkt nicht festgelegt sind und ihre Wirkung aus der Ferne
entfalten kbnnen, werden unter der Bezeichnung Enhancer zusammengefalit. Sie kbnnen direkt
upstream des Kernpromotors liegen (proximal) oder auch einige hundert bis tausend Basenpaare
entfernt (distal) sein. Enhancer enthalten kurze DNA-Sequenzen, die Response-Elemente ge-
nannt werden und Transkriptionsfaktoren binden, die die Bildung des Initiationskomplexes un-
terstitzen \(Vesthoff et al., 1996 Promotoren und Enhancer werden so auch cis-acting, DNA-
bindende Faktoren trans-acting genannt.

HL#2 wurde in friheren Arbeiten als ein licht- und jasmonatreguliertes Gen beschrieben, das
sowohl in Blatt und Koleoptile, als auch in geringem Malf3 in der Wurzel exprimiert viddd-
ter et al., 1996Rupprecht, 200[L Horcolin dagegen ist auf die Koleoptile beschrarde(ihaj,
1998. Um die Gene von HL#2 und Horcolin in Bezug auf ihre Regulation und gewebespezifi-
schen Promotoren hin vergleichen zu kénnen, wurden innerhalb dieser Arbeit upstream gelegene
Bereiche beider Gene kloniert. Mit der beschriebenen GenomWalker™-Methode zur Isolierung
dieser Bereiche konnten jedoch nur ca. 400 bp upstream des putativen Startcodons bestimmt
werden. Die Methode steht und fallt mit der Qualitat und Lange der genspezifischen Primer.
Der GC-Gehalt steigt jedoch in den Upstream-Bereichen von HL#2 und Horcolin an, was die
Bindungsfahigkeit von Primern stark beeinflusst. Der ideale GC-Gehalt in Primern liegt zwi-
schen 40 und 60 %Chen et al., 2003aHohe GC-Gehalte lassen sich oft in Promotorbereichen
nachweisen, wo sie als GC-Doublets methyliert vorliedeawin, 1994 Janousek et al., 2002
DNA-Methylierungen sind wichtige Modifikationen, die eine Rolle bei verschiedenen zellularen
Prozessen, wie z. B. der Regulation der Genexpression bei der Entwicklung spieleegan
und Kovac, 200p

4.3.1. Promotorbestimmung und -aktivitat

Die Analyse der "cis-acting"” regulativen Elemente wurde auf der Ebene von Datenbanken be-
gonnen, wie ausfuhrlich in Abschnt3.1lauf Seite61 beschrieben. Bekannte und experimentell
belegte Motive sind in der Datenbank ddantCARE gefunden worden, wobei in der TabeBdl

auf Seite53 nur diejenigen Elemente mit den hochsten Ubereinstimmungen in der Motivsequenz
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und mit n&her charakterisierten Funktionen aufgeftihrt sind. Daneben wurde auch eine Reihe von
Motiven gefunden, die zum Promotorkern gehéren, wie beispielsweise die TATA-Box, die also
in jedem pflanzlichen Promotor zur konstitutiven Expression enthalten Xuckt al., 2004.

Der Vergleich beider Gene zeigt, dass sich in beiden Promotorregionen zwar z. T. gleiche Mo-
tive finden, wie z. B. Motive der Lichtregulatiol(guello-Astorga und Herrera-Estrella, 1996

die auch als molekulare "Lichtschalter" bezeichnet werd&asthoff et al., 19965 aber auch
durchaus Unterschiede. Diese werden im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Expression
unter verschiedenen Stressbedingungen in Abschi@itRdiskutiert. Mit keinem der verwende-

ten Programme zur Promotorbestimmung konnten Motive in den Promotorbereichen von HL#2
und Horcolin gefunden werden, die in Zusammenhang mit einer gewebespezifischen Expression
stehen.

In der folgenden experimentellen Analyse der putativen Promotorregionen der Gene von HL#2
und Horcolin wurden die klonierten Bereiche auf eine Promotoraktivitat hin untersucht. Ubli-
cherweise wird ein solcher Test durch die Klonierung der entsprechenden regulativen Elemen-
te vor das Reportergen GUS mit anschlieBender T-DNA-vermittelten stabilen Transformation
durch Agrobakterien durchgefihrt. Im Fall vAnabidopsis thalianadessen Genom vollstandig
sequenziert ist, verwendet man die gesamte Sequenz bis zum nachsten Gen. Mit diesem System
kann sowohl qualitativ die gewebespezifische Expression, als auch quantitativ die Regulation
durch verschiedene Induktoren bestimmt werden. Im vorliegenden Fall standen jedoch nur je ca.
400 bp der Upstream-Regionen zur Verfiugung. AulRerdem wurde die Gewebespezifitat bereits
durch Western-Blot-Analysen der verschiedenen Pflanzenteile nachgewiesen (vgl. Ads8hnitt
auf Seites). Die Regulation dagegen kann in quantitativen Northern und Western Blots gemessen
werden. Da eine stabile Transformation in Getreide nach wie vor schwierig ist, wurde nach einem
alternativen und vergleichsweise einfachen System zum Test der isolierten Upstream-Regionen
auf regulative Elemente gesucht.

So wurde in der vorliegenden Arbeit ein Testsystem entwickelt, bei dem eine transiente Trans-
formation durch Particle Bombardment durchgefiihrt wurde. Die transiente Transformation hat
generell die Vorteile, dass sie einfacher und schneller Ergebnisse als die stabile Transformation
erzielt, und dass die transferierte DNA extrachromosomal bleibt. Somit konnen Sekundareffekte
ausgeschlossen werden, die beispielsweise durch eine Integration der Fremd-DNA in das Genom
hervorgerufen werderbDgkeyser et al., 1990

Fur die transiente Expression wurde der Vektor pe35AscloptRed verwendet, der das Gen flr
ein rot fluoreszierendes Protein ddiscosomasp., genannt DsRed enthélt (vgl. AbschBits.2
auf Seite62). Der enthaltene doppelte CaMV-35S-Promotor wurde ausgeschnitten und an dessen
Stelle die zu untersuchenden putativen Promotorbereiche von HL#2 und Horcolin kloniert. Ein
ahnliches System wird vonR®MEGA fur die Transfektion von Sdugetierzellen angeboten. Darin

100



4. Diskussion

enthalt der Vektor pGL3-Control einen SV40-Promotor und eine Luziferase als Reporterprotein
zur Kontrolle der Transfektionseffizienz, wohingegen der Vektor pGL3-Basic weder Promotor
noch Enhancer aufweist. Durch Klonierung der eigenen putativen Promotoren und Enhancer
in den Vektor pGL3-Basic, kann deren Aktivitat untersucht werdermifiega, 2002 Dieses
System wurde in der vorliegenden Arbeit erfolgreich auf das pflanzliche System tbertragen.

Die Ergebnisse zeigen, dass in beiden Fallen (HL#2 und Horcolin) die isolierten Regionen
Elemente der konstitutiven Promotoren enthalten. In Abbild8rid@ auf Seite67 wird deut-
lich, dass die Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle geringer ist (die Belichtungszeiten sind zur
besseren Vergleichbarkeit der Fluoreszenzstarke identisch). Der Grund dafir ist eine deutliche
Verstarkung des CaMV-35S-Promotor durch eine doppelte Inseitian €t al., 198, die bei
HL#2 und Horcolin nicht gegeben ist. Elemente, die Informationen fir die Koleoptilspezifiat von
Horcolin enthalten, sind entweder nicht in den klonierten 399 bp upstream des putativen Start-
codons enthalten, oder reichen allein nicht aus, da die Promotoraktivitat sowohl in Koleoptilen,
als auch in den Epidermiszellen der Primarblatter nachgewiesen werden kann. Auch eine Ver-
anderung der Inkubationsbedingungen nach der Transformation hatte, trotz erkannter entspre-
chender Motive durcPRlantCARE keinen Einfluss auf die Promotoraktivitat bzw. die Starke der
DsRed-Fluoreszenz. Dies bestatigt, dass die cis-regulativen Elemente in der Promotorregion nur
als Teil eines kompletten Regulationsapparates inklusive Enhancer und "trans-acting regulatory”
Elementen funktionieren.

In folgenden Untersuchungen, wenn mehr Sequenzinformationen zur Verfiigung stehen, bei-
spielsweise aus Genomprojekten, kann das hier entwickelte System auch zur Bestimmung von
einzelnen Promotormotiven durch sukzessives Abtrennen von Basenpaaren und nachfolgende
Promotoraktivititsmessung durch DsRed-Expression verwendet werden.

4.3.2. Expression

Mit der Isolierung der Horcolin-cDNA durch Grunwald (2002) bestand die Méglichkeit, die Ex-
pression unter verschiedenen Umwelt- und Stressbedingungen auf mRNA-Ebene im Northern
Blot zu untersuchen. Bisherige Arbeiten waren nur zum Proteinlevel auf der Basis des kreuzre-
aktiven Antikdrpers durchgefuhrt worden, der allein jedoch fur eine Betrachtung der Expression
nicht ausreicht, da Protein- und mRNA-Menge nicht direkt miteinander korreliert &gdi (
et al., 1999. Dies ist auch fur HL#2 der Fall, welches auf der Basis der mRNA durch verschie-
dene Lichtflisse positiv reguliert ist, der Proteinlevel jedoch eine gleichbleibende, konstitutive
Expression zeigtNlenhaj et al., 1999

Fir die Horcolin mRNA wurde in dieser Arbeit eine positive Regulation der mRNA unter
Salzstress in Form von 1,5% NaCl nachgewiesen, wobei innerhalb von 24 h ein Maximum er-
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reicht wird und die mRNA-Menge danach langsam wieder abnimmt. Untersuchungen zu SalT,
das grof3e Homologien zu Horcolin und eine &hnliche NaCl-Antwort aufweist (vgl. Absdtitt

auf Seite97) haben gezeigt, dass das Gen sowohl durch NaCl-Stress, als auch durch ABA-
Behandlung induziert wirdGarcia et al., 1998 Solche osmotisch regulierten Gene werden
durch verschiedene interagierende Signaltransduktionswege induziert. DaghG6mus Reis
beispielsweise wird entweder durch NaCl oder durch ABA maximal induziert, da hier der gleiche
Signaltransduktionsweg verwendet wiMndy und Chua, 1988Bei anderen Genen erfolgt die
NaCl-Induktion sowohl in ABA-abhangiger, als auch -unabhangiger Weise, so dass zur maxima-
len Antwort beide Stimuli bendtigt werdeBgstock und Quatrano, 199ZEine ABA-Induktion

des Horcolin-Genes konnte bisher nicht nachgewiesen werden, sie ist jedoch nicht auszuschlie-
Ren, zumal entsprechende Motive in der Upstream-Region des Genes auftreten. Méglicherweise
werden fur diese Induktion andere als die verwendeten Versuchsparameter bendtigt. Bis zu ei-
nem solchen Nachweis muss die Salzantwort des Horcolin-Genes jedoch als ABA-unabhangig
betrachtet werden.

Im Zuge der Untersuchungen zu Horcolin wurden auch fur HL#2 weitere Versuche zur Ex-
pression durchgeftuhrt. Die Sequenzvergleiche ergaben unter anderem Homologien zu pathogen-
induzierten Proteinen (vgl. z. B. Hfr-1 in Abschnif2.1auf Seite58). Die Reproduzierbarkeit
eines Schadlingsbefalls bzw. Raupenfrass im Modellversuch ist schwierig, da sowohl mechani-
sche Reizungen, als auch chemische Verbindungen aus den Ausscheidungen des Insekts magli-
cherweise eine Reaktion in der befallenen Pflanze auslosen kénnen. Um dieses System dennoch
untersuchen zu kénnen, wird versucht, die einzelnen Einflussfaktoren zu trennen. Eine rein me-
chanischen Verletzung wird daher meist durch das Quetschen des Pflanzenmaterials mit einer
Pinzette simuliert. Hierbei werden sonstige, vom Pathogen abgegebene chemische Stoffe aul3er
Acht gelassen.

Es konnte hier gezeigt werden, dass die HL#2-mRNA nach Verwundung durch Pinzettenquet-
schung innerhalb von 4 h auf einen maximalen Wert ansteigt und dann wieder absinkt. Nach
etwa 24 h wird der Transkriptlevel zu Beginn des Experimentes erreicht. Der Proteinlevel &ndert
sich wahrend dieser Zeit und auch spater (bis zu 72 h untersucht) nicht. Eine ahnliche, transi-
ente Antwort auf eine Verwundung ist flr das HL#2-Homolog Ipomoelinlpamoea batatas
beschrieben worden. In diesem Fall liegt das Maximum der Antwort auf mRNA-Ebene bei 6 h
und neben der lokalen Antwort in den verwundeten Blattern konnte eine systemische, ebenfalls
transiente Antwort in benachbarten, nicht verwundeten Blattern gezeigt werden. Diese tritt mit
einer Verzogerung von etwa 10 bis 12 h e@hén et al., 2003kJih et al., 2008

Weiterhin wurden Untersuchungen zur Lichtregulation des Horcolin unternommen. Anders
als bei HL#2 ist eine Hochlichtinduktion weder auf mRNA, noch auf Proteinebene nachzu-
weisen. Die Daten zur Ergrinung sind nicht eindeutig und auch zusatzlich durchgefiihrte semi-
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guantitative Messungen der mRNA mit RT-PCR brachten keine weiteren Ergebnisse. Es scheint
jedoch, als ob die mRNA kurzfristig innerhalb 2-4 h leicht akkumuliert, um danach wieder auf
etwa den gleichen Wert wie vor Versuchsbeginn abzufallen. Eine ahnliche Regulation ist auch
fur HL#2 gezeigt wordenHotter et al., 1996 allerdings mit einer deutlicheren Erhdhung als es
sich hier fur Horcolin andeutet. Grunwald (2002) hatte gezeigt, dass die mRNA des Horcolin in
etiolierten Koleoptilen starker als in ergrinten Koleoptilen vertreten ist. Dies konnte hier jedoch
nicht bestatigt werden.

In Tabelle4.1 auf der nachsten Seite sind die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen mit den
Daten aus den friiheren Arbeiten zu HL#2 und Horcohdtfer et al., 1996Menhaj, 1998
Menhaj et al., 1999Rupprecht, 2001Grunwald, 2002 zusammengefasst. Es handelt sich um
eine vereinfachte Darstellung, denn die Ergebnisse gelten nur unter den jeweilig veroffentlich-
ten Versuchsbedingungen. Die Tabelle verdeutlicht, dass es trotz der engen Verwandtschaft von
HL#2 und Horcolin durchaus Unterschiede in der Regulation gibt. Vergleicht man dies mit der
Tabelle3.1 auf Seite63 so fallt auf, dass die experimentell nachgewiesenen Daten nicht direkt
mit den theoretischen korreliert sind, die aufgrund von Motivhomologien in der Promotorregion
bestimmt wurden. Im Fall der Jasmonatinduktion stimmen zwar theoretische und experimentelle
Daten UbereinRouster et al., 1997 doch werden z. B. Motive zur Regulation durch Verwun-
dung bei Horcolin gefunden, nicht aber bei HL#&6tuglia et al., 1997Die Experimente zeigen
jedoch den umgekehrten Fall. Das Argument eines nicht gezeigten Motives greift hier jedoch vor
allem deshalb nicht, weil hier nicht die vollstdandigen Promotorsequenzen zur Verfligung standen.
Aber auch der Nachweis einzelner Motive reicht nicht aus. Motive der Lichtregulation lassen sich
in beiden Promotorregionen finden, diese Motive sind jedoch jeweils nur Teil eines lichtregulier-
ten KomplexesArguello-Astorga und Herrera-Estrella, 1996er Nachweis von Homologien
einzelner charakterisierter Motive, selbst in nah verwandten oder identischen Spezies, hat also
fur eine experimentell nachweisbare Regulation keine wesentliche Bedeutung. Die Daten kdnnen
nur Hinweise zu einer moglichen Regulation liefern.

Van Damme et al. (2004b) haben ein mannosebindendes Protein aus den Koleoptilen mit Jas-
monat behandelter Gerstenpflanzen isoliert, das nach Peptidsequenzierung als Horcolin identi-
fiziert wurde. Sie weisen nach, dass nach Jasmonatbehandlung die relative Menge der Lektine
in den untersuchten Pflanzen ansteigt, indem Agglutinierungsversuche mit den Extrakten mit
Jasmonat behandelter und unbehandelter Pflanzen durchgefihrt wurden. Dieser Versuch impli-
ziert eine Jasmonatinduktion von Horcolin, doch lasst sich dabei im speziellen Fall von Horcolin
nicht eindeutig nachweisen, ob es konstitutiv in den Koleoptilen exprimiert ist, oder erst durch
Induktion mit Jasmonat, auch wenn die relative Menge aller Pflanzenlektine nach der Behand-
lung ansteigt. In den unternommenen Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte, im Gegensatz
zu HL#2, keine solche Regulation gezeigt werden.
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Tabelle 4.1.:Unterschiede der stressregulierten Expression von HL#2 und Horcolin. Induktionen gelten
unter den jeweiligen beschriebenen Versuchsrandbedingungen. Der Versuch mit Prolin fir Horcolin auf
MRNA-Ebene wurde nicht durchgefiihrt und daher mit Fragezeichen versehen. Die Versuche zur Ergri-
nung bei Horcolin sind nicht eindeutig und daher in Klammern gesetzt. ABA: Abscisinsaure.

Hochlicht Ergrinung Jasmonat ABA Salz Verwundung Prolin

HL#2
MRNA + + + - - + .
Protein - + + - - - -
Horcolin
MRNA - (+) - - + 3 2
Protein - ) - - - - +

HL#2 ist durch Jasmonat induzierbar, jedoch nicht durch ABA. Frihere Untersuchungen zu
JIPs der Gerste haben ursprtinglich eine gemeinsame Regulation durch Jasmonat und ABA nach-
gewiesenReinbothe et al., 1992 ehmann et al., 1995so dass zunachst von einem gekoppelten
Signaltransduktionsweg ausgangen worden war. In Tomate und Kartoffel ist eine solche Signal-
kaskade beschrieben, bei der ein Verwundungssignal Uber Systemin zu einem Anstieg von ABA
und Jasmonat fuhrt, wobei letzteres zur Induktion von Pin 2 (Proteinase-Inhibitor Il) Réwa¢
Cortes et al., 1995 Lee et al. (1996) jedoch konnten in Gerste weitere jasmonatinduzierbare
Gene zeigen, die wie HL#2 ebenfalls nicht auf ABA antworten. Daraus wurde geschlossen, dass
der Signaltransduktionsweg fur Jasmonat in der Gerste unabhéngig von ABA ist, im Gegensatz
zur Signalkaskade von Pin 2 in Tomate und Kartoffel.

4.4. Extrazellulare Lokalisation und Transport

Mishra et al. (1999) haben nachgewiesen, dass sich Horcolin und in geringerer Menge auch HL#2
mit der Interstitiellen Waschflissigkeit (IWF) isolieren lassen und daher mit groRer Wahrschein-
lichkeit Proteine des Apoplasten darstellen. Die Art des Tansportweges Uber das Plasmalemma
in den extrazellularen Raum ist jedoch nicht geklart. Weder HL#2 noch Horcolin verfiigen im N-
terminalen Bereich Uber bekannte Signalpeptide fur einen Transport Uber das ER / Golgi-System.
Daher wurde in dieser Arbeit der Frage nach dem Transportweg durch GFP-Fusions-Versuche
nachgegangen.
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Zunachst wurde jedoch gepriift, ob das Auftreten der beiden Proteine in der IWF mdglicher-
weise nur auf eine Verunreinigung mit Proteinen des Cytoplasmas zurlckgefihrt werden kann.

Die Methode der Infiltrations-Zentrifugation (vgl. AbschridtB.1.3auf Seite32) ist ein oft an-
gewandtes und anerkanntes Verfahren zur Isolierung von Proteinen aus dem Apopakten (
ger etal., 1983Hogue und Asselin, 198 Ramanjulu et al., 1999Die Variabilitat der Versuchs-
anordnungen, vor allem bei der Zentrifugation ist jedoch grof3. Bislang gibt es keine allgemein
verwendbaren Apparaturen, so dass jede Arbeitsgruppe eine proprietare Apparatur verwendet.
Entsprechend gering ist die Reproduzier- bzw. Vergleichbarkeit von Ergebnissen unterschied-
licher Arbeitsgruppen. Auch werden die Pflanzen einer vergleichsweise rabiaten Behandlung
unterzogen, bei der die Gefahr besteht, dass Zellen platzen und Cytoplasma austritt. Daher wur-
den Untersuchungen zur Bestimmung allgemein gtiltiger, geeigneter Versuchsparameter durch-
gefuhrt, unter denen keine Zellschadigung eintritt und die IWF frei von Cytoplasmafraktionen
ist. So gilt z. B. nach Lohaus et al. (2001), dass bei Verwendung isotoner Infiltrationspuffer, be-
zogen auf das Cytosol, und einer Unterschreitung von 1 000 xg bei der Zentrifugation die IWF
ausschlief3lich Proteine des Apoplasten enthéalt. Zur Kontrolle wird dabei die IWF auf Aktivitat
der cytosolischen Malatdehydrogenase getestet.

Im vorliegenden Fall wurden zur Isolierung maximal 200 xg verwendet, was die empfohle-
nen Maximalwerte stark unterschreitet. Da HL#2 und Horcolin gut bei sauren pH-Werten iso-
liert werden kénnenGrunwald, 2002, wurden Infiltrationspuffer mit saurem und neutralem
pH-Wert zur Isolierung der IWF getestddéutscher, 1990Kaneko et al., 2000 Bei der Ver-
wendung saurer pH-Werte ist jedoch die Verwendbarkeit der Malatdehydrogenase als Kontrolle
in Frage gestellt, da deren Aktivitat pH abh&ngig ist. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit
die Intaktheit der Zellen durch die Verwendung pH-unabhangiger Kontrollen auf der Basis von
Antikorpernachweisen sichergestellt (vgl. AbschB8i&.1auf Seite70).

Der zuerst verwendete Antikdrper gegen die grol3e Untereinheit der RubisCO zum Nachweis
dieses Proteines in der IWF zeigte in allen Proben Spuren dieses Enzymes aus dem Calvinzyklus,
sogar bei sehr geringen Zentrifugationskraften. Mengenmalfig macht RubisCO die mit Abstand
grof3te Proteinfraktion in grinen Blattern atieés, 2004 so dass schon kleinste Verletzungen
dazu fuhren, dass das Protein in der IWF nachgeweisen werden kann. Eine Aussage Uber si-
gnifante Mengen cytosolischer Verunreinungen kann auf diese Art nicht getroffen werden. Als
Alternative wurde das cytosolische und konstitutiv exprimierte HSONEumann et al., 1997
verwendet. Dieses Protein kann in den IWF-Proben nicht nachgewiesen werden, wohl aber die
apoplastidare Chitinase PR-Qegrand et al., 1987 wie auch HL#2 und Horcolin. Theoretisch
sind in den Gesamtproteinfraktionen ebenfalls die apoplastidaren Proteine enthalten, doch ma-
chen sie darin einen verschwindend geringen Teil aus.
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Damit konnte in der vorliegenden Arbeit eindeutig gezeigt werden, dass nicht nur Horcolin,
sondern auch HL#2 in der IWF und damit im Apoplasten vertreten und durch die Verwendung ad-
aquater Kontrollen eine Verunreinigung der IWF mit cytoplasmatischen Proteinen ausgeschlos-
sen ist.

Wie bereits beschrieben, besitzen die isolierten cDNAs von HL#2 und Horcolin keine bekann-
ten Signalsequenzen fir den Transport in das ER. Ein neues Programm zur Bestimmung der
subzellularen Lokalisation von Proteinémpteome Analyst (URL in TabelleA.1 auf Seitel34),
bestimmt als einziges der in dieser Arbeit verwendeten Programme zur Lokalisationsbestimmung
(nebenPSORT und SignalP auchTragetP (Emanuelsson et al., 20)HL#2 und Horcolin als
extrazellular mit einer Wahrscheinlichkeit von 99,382 %, ohne jedoch ein mégliches Signalpep-
tid nachweisen zu kénnen. Neben reinen Sequenzinformationen werden zur Bestimmung auch
Kommentare und Texteintage der Datenbankeintrage und ein "machine-learning”-System ver-
wendet Lu et al., 2004.

Da es also anscheinend keine Signalsequenz in der cDNA von HL#2 und Horcolin gibt, war
vermutet worden, dass moglicherweise eine solche durch alternatives SpleiRing angefigt wird.
Alternatives Spleif3ing ist bei Sdugetieren weit verbreitet und oft beschri€bark (und Than-
araj, 2002 Modrek et al., 200}, aber auch in Pflanzen wird Alternativem Splei3ing neuerdings
eine bedeutende Rolle in der Erzeugung von Proteomdiversitat zugesprd&man ( 2003
Small et al., 1998 Beispielsweise sind iArabidopsis thalianawei Splei3ingformen deS0S4
Genes ("salt overly sensitive 4") beschrieben, die durch Salzstress reguliert wehdex &l.,

2002. OsIM ausOryza sativawiederum kodiert eine Alternative Oxidase, die bei der Abwehr
stressabhéngig gebildeter reaktiver Sauerstoffspezies eine Rolle spielt. Die Pr&-mRNA dieses
Genes wird unter Salzstress alternativ gespleil3t, wobei sich das Verhaltnis zwischen den Splei-
RingformenOsIM1und OsIM2in salztoleranten und salzempfindlichen Varietaten unterscheidet
(Kong et al., 2008 Moglicherweise liegt auch HL#2 in zwei Formen vor: eine cytosolische
und eine apoplastidare. Der Versuch zum Proteaseverdau von HL#2 und Horcolin in IWF und
I6slicher Proteinfraktion (vgl. Abschnif.6.3auf Seite84) deutet so etwas an, da HL#2 in der
I6slichen Fraktion verdaut wird, jedoch nicht in der IWF. Es kann sein, dass die in der IWF
erkannte HL#2-Form, wie andere apoplastidare Proteine auch, durch Glykosylierungen oder an-
dere posttranslationelle Modifikationen vor einem Proteaseverdau geschitzt ist, die cytosolische
Form jedoch nicht. Horcolin wird jedoch in beiden Fraktionen nicht verdaut. Es ist hier mdglich,
dass nur eine posttranslationell modifizierte Form im Apoplasten vorliegt und dort in so groR3er
Menge, dass es auch in der |6slichen Fraktion, die beide Fraktionen darstellt, nachgewiesen wer-
den kann.

Aus diesen Uberlegungen heraus wurden die genomischen Sequenzen dahingehend unter-
sucht, ob es alternative offene Leseraster gibt. Bei der Bestimmung der Introns war zuvor auf-
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gefallen, dass das erste Intron jeweils direkt nach dem putativen Startcodon beginnt. Es wurde
als moglich erachtet, dass dieses Intron unter bestimmten Bedingungen nicht aus der Pra&-mRNA
gespleil3t wird und einen Transport in das ER vermittelt. Diese Intronsequenz wurde daraufhin in
allen Leserahmen Ubersetzt und bei HL#2 ein solcher gefunden, der ohne Unterbrechung (ohne
Stopp) in ein hypothetisches Peptid tbersetzt werden kann. Eine Untersuchung dieses 37 Amino-
séure langen Peptid@&SLLRLPCMSSMICCASIFFTGLMAGCCFVCACRARPSORT (Na-

kai und Kanehisa, 199Horton und Nakai, 1997ergab, dass es sich hierbei vermutlich um

ein N-terminales Signalpeptid fir den vesikularen Transportweg handelt und an Postion 26 ei-
ne Schnittstelle zur Entferung des Signalpeptides nach dem Transport in das ER vorhanden ist.
Als subzellulare Lokalisation wird die Vakuole mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,900 und der
Apoplast mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,728 angeben (vgl. Abbildi2§ auf Seite73).
Betrachtet man auf3erdem den Sequenzvergleich der homologen Proteine in AbBiltiRaugf
Seite58, so fallt auf, dass HL#2 am C-terminalen Ende die kurze Aminosaurese§IS1ZAS

besitzt, die den anderen Proteinen fehlt. Bis auf Horcolin sind alle dort aufgefiihrten Proteine
als cytoplasmatisch beschrieben, soweit sie charakterisiert sind. Ahnli®tDdeleSequenz zur
Ruckfihrung von Proteinen aus dem Golgi in das ER kdnnte auch diese kurze Sequenz eine
Bedeutung fur den Transport bzw. die Lokalisation haben.

Um diese theoretischen Uberlegungen experimentell zu analysieren, wurden zwei Wege ein-
geschlagen. Zum einen wurden sowohl die cDNA des HL#2, als auch die Sequenz des ersten
Introns als hypothetisches Signalpeptid N- und C-terminal mit GFP fusioniert und transient
in Epidermiszellen von Gerstenblattern exprimiert. Zum anderen wurde nach den alternativen
Splei3ingformen mit spezifischen Primern und RT-PCR in der Gesamt-RNA von gestressten und
ungestressten Pflanzen gesucht.

Untersuchungen zum Transport mit GFP Die Expression des GFPs als Fusion mit den
beschriebenen Proteinen bzw. Peptiden wurde in transient transformierten Epidermiszellen von
Primarblattern und Koleoptilen untersucht. Eine Transformation in Protoplasten von Gerste oder
BY2-Zellen aus Tabak@kushima et al., 20QCerschien wenig sinnvoll, da die in das Kultivie-
rungsmedium sekretierten Proteine aufgrund der Verdinnung kaum nachweisbar sind. Auch ist
hier die Gefahr der Zerstérung einzelner Protoplasten sehr grof3, so dass cytosolische Proteine
im Medium zu falsch positiven Ergebnissen fihren kénnen.

Die Transformation der Epidermiszellen wurde durch Particle Bombardment durchgefihrt und
die Epidermiszellen nach mindestens 48 h Inkubation unter dem Fluoreszenzmikroskop betrach-
tet. Es wurde erwartet, dass wenigstens eines der Fusionsproteine aus HL#2 bzw. hypothetischem
Signalpeptid und GFP im Apoplasten nachzuweisen ist. Daraufhin hatte sich durch Inhibition des
Vesikeltransportweges mit Brefeldin Béevink et al., 199Pzeigen lassen kdnnen, ob das Pro-
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tein HL#2 trotz fehlendem Signalpeptid auf diesem Wege transportiert, oder ein alternativer Weg
genutzt wird Batoko et al., 2000

Wie in Abbildung3.26auf Seite77 zu sehen, kann jedoch ein Transport aus der Zelle heraus
fur keines der beschriebenen Konstrukte gezeigt werden, da in allen Féllen nur eine cytoplas-
matische Fluoreszenz auftritt. Auch sind die Fusionsproteine, wie das GFP allein, noch klein
genug, um durch die Kernporen in den Nukleus zu dringen. Damit konnte zwar die korrekte
Klonierung in den Leserahmen des GFP neben der Sequenzierung noch einmal bestatigt werden,
denn anderenfalls hatte gar keine Expression auftreten durfen, doch ausschlief3lich das zur Kon-
trolle verwendete GFP mit dem Transitpeptid der RubisCO fiir den Transport in Plastiden wurde
korrekt transportiert und ist in den Plastiden nachweisbar.

Es gibt eine Reihe von Faktoren, welche die Fluoreszenz des GFP beeinflussen kénnen, Da-
zu gehdrt beispielsweise,B,, das bei einer Verletzung des Blattgewebes (hier durch Parti-
kelbeschuss) als Verwundungssignal gebildet wird, aber auch ein niedriger pH-Wert die GFP-
Fluoreszenz nachweislich verringemts{en, 1998. Zudem sind HL#2 und Horcolin I6slich, so
dass es denkbar wéare, dass keine lokale Fluoreszenz an der Zellwand der Ursprungszelle zu
erkennen ist, sondern dass die Proteine von der Stelle des Ausschleusens aus der Zelle diffun-
dieren und so schwerer nachzuweisen sind. Es ist jedoch eine deutliche Fluoreszenz erkennbar,
diese aber nur im Cytosol. Dies muss wiederum nicht bedeuten, dass HL#2 doch ausschlief3lich
cytoplasmatisch vorliegt, sondern nur, dass ein Transport nicht stattgefunden hat. Mdglicherwei-
se ist das hypothetische Signalpeptid nicht ausreichend fir einen Transport und nur in Verbin-
dung mit weiteren Sequenzinformationen in der HL#2-cDNA funktionsfahig, wie beispielsweise
die ETSLASSequenz am C-terminalen Ende. So haben beispielsweise Neuhaus et al. (1991) in
Tabak die Lokalisation zweier Isoformen der Chitinase A untersucht, wobei eine sieben Ami-
noséaure lange C-terminale Sequenz fir den Transport in die Vakuole verantwortlich ist. Wird
diese entfernt, kann die Chitinase dagegen in hoher Konzentration in der IWF nachgewiesen
werden. Um zu prufen, ob dieses System auf HL#2 Ubertragbar ist, kann ein Konstrukt herge-
stellt werden, das sowohl das erste Intron, als auch die bekannte cDNA des HL#2 mit und ohne
C-terminale Aminosauresequenz enthalt. Zusatzlich muss in diese Versuche auch Horcolin mit-
einbezogen werden, dass ebenfalls im Apoplasten nachzuweisen ist, jedoch anders als HL#2 kein
maogliches Signalpepid aufweist. Das erste Intron liegt zwar bei Horcolin an der gleichen Posi-
tion direkt nach dem Startcodon, doch gibt es hier keinen offenen Leserahmen. Spleil3ing kann
jedoch Uber viele Basenpaare hinweg erfolgen, so dass das Vorhandensein einer Signalsequenz
weiter upstream des Genes nicht ausgeschlossen ist. Diese Untersuchungen konnten im Rahmen
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht durchgefiihrt werden.
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Untersuchungen zum Transport mit RT-PCR In den zu den GFP-Versuchen mit HL#2
parallel durchgefiihrten RT-PCR-Ansatzen wurde Gesamt-RNA aus gestressten und ungestres-
sten Gerstenpflanzen isoliert und auf alternative Splei3ingformen des HL#2 hin untersucht. Hier-
fur wurden verschiedene Primerkombinationen verwendet. Zum einen wurden Primer fur die
Amplifizierung der Intronsequenz verwendet, die das hypothetische Signalpeptid kodiert, zum
anderen die cDNA des HL#2 flankierende Primer. Die Ergebnisse zeigen, dass in allen unter-
suchten Proben das hypothetische Signalpeptid nachgewiesen werden kann. Die AlibR28ung

auf Seite79 einer semi-quantitativen RT-PCR zeigt zudem eine leicht erh6hte Amplifikation in
Gerstenblattern nach Verwundung. Wie in AbschBdtauf Seite68 gezeigt wurde, lasst sich die
HL#2-Expression unter Verwundung verstarken. Dies ist ein Hinweis dafir, dass es tatsachlich
zwei alternativ gespleil3te Formen des HL#2 gibt, deren Verhéltnis zueinander, vids il

und OsIM2 beschriebenKong et al., 2003 unter verschiedenen Umweltbedingungen variiert.
Andererseits sollte in diesem Fall bei den Ansatzen mit den Primern die aul3erhalb des Genes
in den untranslatierbaren Bereichen binden, zwei Banden mit verschiedenen Grél3en nachzuwei-
sen sein: eine Bande, die der bekannten mRNA ohne Signalpeptid entspricht und eine zweite
ca. 100 bp grolRere Bande mit dieser Sequenz. Zu sehen sind jedoch ausschliel3lich Fragmente
in der GroRe der bekannten mRNA des HL#2. Mdglicherweise ist der Anteil der mRNA mit
Signalpeptid zu klein, um in Konkurrenz mit der mRNA ohne Signalpeptid ausreichend amplifi-
ziert zu werden. Ein Nachweis des Introns in der Gesamt-RNA aufgrund der Amplifikation von
ungespleil3ter Pr&-mRNA, die die Introns noch enthalt, wurde wegen der Unterschreitung der
Nachweisgrenze mit der RT-PCR im vorliegenden Fall ausgeschlossen, da die Pra&-mRNA im
Mittel nur maximal einen Anteil von 6 % der Gesamt-RNA ausmacht.

Der Transportweg des HL#2 konnte trotz der beschriebenen Versuche nicht geklart werden,
maoglich ist jedoch beides: zum einen, dass der Transport tber den bekannten Weg des ER / Golgi
mit einem N-terminalen Signalpeptid, dass durch stressinduziertes alternatives Spleif3ing ange-
fugt wird, und zum anderen die Nutzung eines neuen und bisher nicht beschriebenen Transport-
weges.

4.5. Biochemische Eigenschaften von HL#2 und
Horcolin

Zum Nachweis der Proteine HL#2 und Horcolin sind bereits in friiheren Arbeiten Antikorper
hergestellt wordenMenhaj, 1998 Grunwald, 2002 Der erste Antikdrper gegen das aufgerei-
nigte Fusionsprotein aus HL#2 und Glutathion-S-Transferase (GST) aus der Ziege (ZAK-HL#2)
zeigte im Western Blot eine Kreuzreaktivitat mit Horcolin, das zu dem Zeitpunkt noch unbekannt
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und nicht charakterisiert war und deshalb als HL#2* oder kleines HL#2 bezeichnet und verof-
fentlicht wurde Mishra et al., 1999Menhaj et al., 1999 Mit diesem Antikdrper lassen sich

auch in anderen Getreidearten HL#2-homologe Proteine nachweisen, beispielsweise in Mais,
Weizen und RoggenGrunwald, 2002 oder auch die JIP 32.6 und 32 Ménhaj et al., 1999

Um einen spezifischen Nachweis fur HL#2 fiihren zu kdnnen, wurde von Grunwald (2002) ein
Peptidantikorper (Peptid-HL#2) aus Kaninchen gewonnen, der gegen ein 12 Aminosaure langes
Peptid im N-terminalen Bereich gerichtet ist (vgl. Abbildusig@9auf Seite80). Dieser Antikor-

per erkennt HL#2, jedoch nicht Horcolin. In der vorliegenden Arbeit gelang es, das Gegenstlick
dazu, also einen fur Horcolin spezifischen Peptidantikorper aus dem Huhn zu gewinnen (Peptid-
Horcolin, vgl. Abschnitt3.6.1 auf Seite79). Zur Immunisierung wurde ein 13 Aminosauren
langes Peptid verwendet, das an einer ahnlichen Position wie das entsprechende Peptid fir die
HL#2-Antikérpergewinnung liegt. Die Sequenzvergleiche der homologen Proteine zu HL#2 in
der Abbildung3.12 auf Seite58 und HL#2 mit Horcolin in der Abbildung.29 auf Seite80

zeigen, dass die Peptide zur Antikorperherstellung einen kleinen Bereich tiberspannen, der ver-
gleichsweise geringe Homologien aufweist. Somit kann gewahrleistet werden, dass die Pepti-
dantikorper tatsachlich spezifisch fur HL#2 bzw. Horcolin sind. HL#2 und Horcolin kénnen so
klar voneinander und von anderen Mitgliedern der homologen Proteinfamilie der lektinahnlichen
Proteine getrennt werden. Gleichzeitig steht mit dem ursprunglichen Antikorper eine Méglich-
keit zur Verfligung, verwandte Proteine in anderen Spezies zu untersuchen.

Die spezifischen Peptidantikérper wurden fur den Nachweis von HL#2 und Horcolin auch in
der IWF verwendet, um ausschlie3en zu kénnen, dass statt HL#2 und Horcolin kreuzreaktive
homologe Proteine des Apoplasten nachgewiesen werden.

Wie bereits durch Sequenzhomologien gezeigt, gehéren HL#2 und Horcolin zu den jacalin-
verwandten Proteinen und stellen Lektine dar. Peumans et al. (1995) haben vorgeschlagen, dass
das einzige Kriterium fur diese Einordnung das Vorhandensein von ein oder mehreren Zucker-
bzw. Kohlenhydratbindungsdoménen sei. Die Aminoséauren, die an der Bindungsdoméne betei-
ligt sind, liegen sowohl im N-terminalen, als auch im C-terminalen Bereich und bilden nach der
korrekten Faltung in der Tertiarstruktur eine Bindungstelle. Abbilddidgeigt die Position der
an der Bindung beteiligten Aminosduren nach VanDamme et al. (2004b) in einem Sequenzver-
gleich verwandter Proteine.

In Zusammenarbeit mit Grunwald (2002) konnte gezeigt werden, dass HL#2 und Horcolin in
der Lage sind, an Zucker zu binden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Vermutung
bestatigt werden, dass die Bindungsfahigkeit von Horcolin an Mannose pH-abhangig ist. Bei ei-
ner Extraktion im neutralen Milieu scheinen die Bindungstellen fiir Zucker gesattigt zu sein, denn
eine Bindung an den matrixgebundenen Zucker erfolgt nicht. Wird dagegen bei pH 3 extrahiert
und erst der Bindungstest bei neutralem pH durchgefiihrt, ist eine Bindungsfahigkeit nachzuwei-
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HL#2 --MSS—---SPVVKLGPWGGD AHDIT-VAPQRLESITIRWGKVLHSVAFTYRDKDNQL 54

Horcolin = ———=-—-- MSKPVKIGPWGGNGESERDVQ-PKPIRMVSMTVSSGAIVDAIAFTYVGTDNVQ 52

Hfr-1 PLLSLGDGSAVAKIGPWGKM LLDIP-STPQRLERITIRHGVVIDSLAFSFIDKAGEP 243
JIP32.6 PVLKS--ESLLTKLGPWGGNGGGDKDILEAVPRRLESITVSSGSIIDSIKFSYVDQTGQOK 208
BGAF PVLGAT-KRSATKVGPWGGSGGSPMDIT-AEPQRLKSITVATGIAVTSIAFSYVDSAGQT 208
SalT ———————= MTLVKIGLWGGNGGSAQDIS-VPPKKLLGVTIYSSDAIRSIAFNYIGVDGQE 51

Gos9 —==m=== MSTQLVKIGTWGGNGGGRVDLS-VLPRSLKSVTIRSGAAIDAIAFTYIGTDGKE 53

HL#2 HTAG-PWGGAGGEKEDPDTITLGPSEYITQVDWSVGPFKLKEIEH-CITSLKFVTNQASY 112
Horcolin HSSGIKWGGTGGTED---TINLDATNYVTEISGTVG----KFGTDDIVTSLKIITSKGVT 105
Hfr-1 YNVG-PWGGRRGDNK--DTIELAPSEIVTEVSGTVGIFAEDNVEYNAIASLTITTNHRPY 300
JIP32.6 HNAG-PWGGSGG-NQN--TFVLGASEFVKEVSGTFGIYDKDRHNI--ITSLKFITNVKTY 262
BGAF QSAG-RWGGSGGETEP--VIQLGDSEVLTELSGTIG--NVDGLTV--ITSIKFVTSLKTY 261
SalT YAIG-PWGGGEGTST---EIKLGSSEHIKEISGTHGP---VYDLADIVTYLKIVTSANNT 104
GOS9 HLAG-PWGGGGGNPT---TITLGSQEFVKGISGT-———————— FTNVVTNLKIVTNVT-T 99

HL#2 GPFGY--AVDSTHYSLPVLNNGSVVG! RAGDY IGFYVLPETSLAS 160

Horcolin RTYG---SGTGIPFRVPVLDGGKIAG R, F IGFYITP--—---- 146

Hfr-1 GPFG---ETQSTPFSVPVQDNNNIVG C Y LGVYVRSPVST-- 345

JIP32.6 GPFG---EAKGTPFTIAVQKNSSIVG RSGIY LGVYVRPL---—— 304

BGAF GPFGAWGNGSDTPFAIPVQQGSAIVG R, Y LGVYVRSL---—— 306

SalT YEAG---VPNGKEFSIPLQDSGHVVG RSGTLIDAIGIYVHP-———-—— 145

GOSs9 YNFG---QGGGTAFSLPLQ-SGSVVG R, LVDSIGVYVHI------— 139

G

Abbildung 4.1.: Zuckerbindungsdomé&nen der jacalinverwandten Lektine. Gezeigt ist ein Sequenzver-
gleich mitClustalW, wobei die Aminosauren, die an der Zuckerbindung beteiligt sind, mit blauen Rah-
men markiert sind. Von Hfr-1, BGAF und JIP 32,6 sind nur die C-terminalen Bereiche dargestellt (NCBI-
Accessionnummern siehe in AbschiitR.lauf Seites8).

sen. Eine solche pH-Abhangigkeit der Lektinbindung bzw. einer Agglutinationsfahikeit wurde
auch in anderen Spezies von Nagakawa et al. (1996) beschrieben, wie fir ein Lek#daliaus
anthus tuberosyglas bei pH 5 seine Fahigkeit zur Hamagglutination verliert, dennoch aber an
Zucker binden kann. Peumans et al. (2000) konnten ebenfalls eine pH-abhangige Zuckerbindung
bei zwei Lektinen aus Bananenfriichten zeigen .

In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass Horcolin neben einer Affinitat zu Man-
nose auch eine solche zu Maltose besitzt. Diese kombinierte Mannose / Maltosespezifitat ist auch
fur das zu HL#2 bzw. Horcolin homologe Calsepa @asystegia sepiurheschriebenfan Dam-
me et al., 1996 HL#2 dagegen besitzt eine Affinitdt zu Mannan, aber weder zu Mannose noch
zu Maltose Grunwald, 2002 Betrachtet man die Zuckerbindungsdomanen in Abbildudgso
fallt auf, dass bei HL#2 die an der Bindung beteiligten Aminosauren an zwei Positionen von den
Anderen abweichen. Einmal steht an der entsprechenden Stelle ein Methionin (M) anstelle eines
Phenylalanin (F), wobei beides jedoch neutrale, hydrophobe Aminosauren sind. Beim zweiten
Mal ersetzt jedoch ein basisches Histidin (H) die sauren Aminséuren (Asparaginsaure [D] und
Glutaminsaure [E]) der anderen Proteine. Dies ist sehr wahrscheinlich die Ursache der von den
verwandten Proteinen abweichende Zuckerspezifitat.
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Geht man auf die urspriingliche Definition der Lektine zurtick, so ist ein Protein dann ein Lek-
tin, wenn es in der Lage ist, Erythrozyten zu agglutinie®haron und Lis, 1989 Trotz der
von Van Damme et al. (2004) vorgeschlagenen Defintion, nach der nur ein oder zwei Zucker-
bindungsdoméanen im Protein vorliegen mussen, wird dieser Hamagglutinationstest nach wie
vor zur Uberprifung der Lektineigenschaften bzw. zur Bestimmung der Zuckerspezifitat durch
Hemmung der Agglutination durch Zugabe des spezifischen Zuckers verw@sdeb&ns und
Van Damme, 1998 Agglutinierung funktioniert jedoch nur, wenn es mindestens zwei Bindungs-
stellen am Protein gibt, da sonst keine Vernetzung auftreten kann. Die in AbbddLgezeigten
Aminosauren bilden bei der Ausbildung der Tertiarstruktur nur eine Bindungsstelle. Daher wird
bei allen Lektinen von einer mindestens dimeren Quartarstruktur ausgegangen. Diese konnte flr
verschieden Proteine gezeigt werden: Calsepa ist ein Homodimer aus 16 kDa grof3en Unterein-
heiten Peumans et al., 199 MHeltuba ein Homotetrame¥éan Damme et al., 199und fur die
Isoformen Orysata 1 und 2 konnten ebenfalls ein dimere Struktur nachgewiesen wéhdeg (
et al., 2000. Das Lektin Jacalin, das die Grundlage fur die Klassifizierung der jacalindhnlichen
Lektine bildet, wird dagegen als Praproprotein translatiert und posttranslationell modifiziert, wo-
bei das reife Protein ein heteromeres Protein darstdisify et al., 198&abir, 1995. In der
vorliegenden Arbeit konnte nun fur Horcolin eine tetramere Struktur aus identischen Unterein-
heiten gezeigt werden. Fur diesen Nachweis durch eine Gelfiltration wurde ein saurer Proteinex-
trakt aus etiolierten Koleoptilen verwendet, da Horcolin in dieser Fraktion angereichert ist und in
nativer Form vorliegt. Fiir HL#2 wird aufgrund der Ahnlichkeiten zu Horcolin und den anderen
Lektinen mit experimentell bestimmter Quartarstruktur eine homodimere bzw. homotetramere
Struktur angenommen.

Eine posttranslationelle Modifikation konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden,
diese wird jedoch als wahrscheinlich erachtet, da HL#2 und Horcolin extrazellular im Apoplasten
vorkommen und in der IWF durch Proteasen nicht verdaut werden kénnen (vgl. Papainverdau in
Abschnitt3.6.3auf Seite84). Wie fir die PR-Proteine beschrieben, miissen apoplastidare Pro-
teine physicochemische Eigenschaften aufweisen, die es ihnen ermdglichen, in diesem speziel-
lem Milieu zu Uberstehen (vgl. Abschnitt5 auf Seite9). Proteine, die tGiber den sekretorischen
Transportweg durch das ER und Golgi exportiert werden, liegen unter Anderem glykolsyliert
vor. Die Programme zur Bestimmung von mdglichen GlykosylierungsstsigexGlyc 1.0 und
NetOGlyc 3.1 der Technischen Universitat Danemark (URL in Tab@ll&) erkennen bei HL#2
maogliche Stellen zur Verkntpfung mit Oligosacchariden an den Positionen 2 (S), 3 (S), 4 (S),
72 (T) und 74 (T) (O-verknipfte Oligosaccharide an den Hydroxylgruppen der Seitenketten von
Serin und Threonin) und 131 (N) (N-verknupfte Oligosaccharide an der freien Aminogruppe des
Asparagin). Horcolin besitzt dagegen nur zwei mdgliche O-Glykosylierungsstellen an Position 2
(S) und 31 (T). Da aber auch hier keine Signalsequenzen erkannt werden, wird eine Glykosylie-
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rung von diesen Programmen als unwahrscheinlich betrachtet. Wie in Abstéhigschrieben,
ist es jedoch moglich, dass eine Signalsequenz durch alternatives Splei3ing angefugt wird.

4.6. Untersuchung der Proteinzusammensetzung der
IWF

Um HL#2 und Horcolin als apoplastidare Proteine in einem grol3eren Zusammenhang betrachten
zu kdnnen, wurde die gesamte Proteinfraktion untersucht, die sich mit Hilfe der IWF aus dem
Apoplasten isolieren lasst.

In der vorliegenden Arbeit wurden einzelne Proteine der IWF durch Massenspektrometrie un-
tersucht und in einer 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Fur den direkten Vergleich wurde die
Proteinfraktion der IWF derjenigen der Guttationsfllissigkeit der Gerste (vgl. Absatmatuf
Seite9 und Grunwald et al.Z003) gegentbergestellt. Hierbei wurde der pH-Wert der Gutta-
tionsflissigkeit (pH 5) auch fir die Isolierung der IWF verwendet, um beide Proteinfaktionen
besser vergleichen zu kdnnen.

Unterschiede zwischen beiden Proteinzusammensetzungen zeigen sich sowohl in der eindi-
mensionalen, als auch der zweidimensionalen Auftrennung. Besonders auffallig ist die pragnan-
te Doppelbande bei ca. 25 kDa in der IWF, die offenbar in verschiedenen Isoformen auftritt und
in der Guttationsflissigkeit vollkommen fehlt. Die Massenspektra beider Proteine sind beinahe
identisch und die durch Q-TOF-Massenspektrometrie bestimmten Peptiden ergeben dieselben
Sequenzen. Der Abgleich mit dEMBL-Datenbank ergab, dass es sich hierbei um Isoformen des
HvGLP1 ("Germin-like" Protein) auslordeum vulgarehandelt Yallelian-Bindschedler et al.,

1998.

Germine werden wahrend der Samenkeimung und in sehr jungen Samlingen von Gerste und
Weizen exprimiert, aber auch in alteren Pflanzen unter Pathogenbefall induziert und besitzen ei-
ne Oxalatoxidase-Aktivitat. Dieses Enzym setztH frei, das zum einen selbst toxisch gegen
mikrobiellen Eindringlinge wirkt und zum anderen zur vermehrten Bildung von Ligninen, toxi-
schen Phenolen und zur Vernetzung von Zellwandproteinen beitrBg&er(und Orlandi, 1995
Low und Merida, 1995

"Germin-like" Proteine (GLPs) zeigen hohe Homologien zu den Germinen und gehdren zu
einer weit verbreiteten, homogenen Familie von Proteinen mit verschiedenen Funktionen in Pro-
und EukaryotenHeintzen et al., 199Dunwell et al., 200D Sie sind wasserlosliche Glykopro-
teine mit einer monomeren molekularen Masse von ca. 25 kDa und kommen sowohl in Vakuole,
Cytoplasma und Golgi als auch in der Plasmamembran und der Zellwand vor. GLPs besitzen,
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anders als die Germine keine Oxidase-Aktivitat. Sowohl Germine, als auch GLPs bestehen aus
Oligomeren und werden in denaturierender SDS-PAGE in eine Doppelbande getrennt.

HvGLP-1 selbst ist ein apoplastidares Homooligomer, dessen Bande aus der IWF-Fraktion
verschwindet, wenn die Pflanze unter Stress s¥éilglian-Bindschedler et al., 199&Rodriguez-
Lopez et al. 200]) konnten zeigen, dass die von ihnen isolierten Isoformen einer ADP-Glucose
Pyrophosphatase / Phosphodiesterase (AGPPase) verschiedene Oligomere von HYGLP1 darstel-
len, so dass hiermit erstmals eine Enzymaktivitat von GLPs nachgewiesen wurde. Sie zeigen
zudem, dass eine der Isofomen starker glykosyliert ist und deshalb vermutlich langsamer in der
Elektrophorese lauft, was das Auftreten der Doppelbande erklart.

In der vorliegenden Arbeit konnte nun zudem gezeigt werden, dass die Isoformen des HYGLP1
lichtinduziert sind und gewebespezifisch im Blatt, jedoch nicht in der Koleoptile auftreten.

Eine weitere ansequenzierte Proteinbande der IWF ergab keine hundertprozentige Uberein-
stimmung mit einem bekannten Protein in der EMBL-Datenbank. Es scheint sich jedoch um ei-
ne verwandtes Protein des 9 kDa grof3en Lipidtransfer-Proteins 7a2b aus der Gerste zu handeln.
Auch die Lipidtransfer-Proteine kommen in verschiedenen Isoformen in verschiedenen Spezies
vor und sind an der Abwehr von Pathogenen beteiMgil{na und Garcia-Olmedo, 199B/olina
etal., 1993.

Beide extrazellulare Proteinfraktionen aus IWF und Guttation zeigen sowohl Ahnlichkeiten,
beispielsweise in dem vorwiegenden Auftreten von Proteinen mit einem pl im sauren Bereich,
aber auch grol3e Unterschiede. Die durchschnittliche Proteinkonzentration in der Guttation (4,2 pug
/ ml) ist weit geringer als die der IWF (450 ug /ml), da durch die Infiltrierung des Apoplasten
bei der Isolierungsmethode der IWF ein zusatzlicher Verdinnungsfaktor vorliegt. Dieser Unter-
schied zeigt sich auch in der Chitinase PR-Q, deren Konzentration sowohl in der Guttationsflus-
sigkeit, als auch in der IWF aus ungestressten Pflanzen bestimmt wurde, jedoch ist der relative
Anteil an PR-Q in der Proteinfraktion der IWF geringer. Beide Fraktionen enthalten ahnliche
Enzyme, die in Zusammenhang mit der Stressabwehr stehen, wie verschiedene Peroxidasen,
Glucanasen oder Chitinasen. Dennoch ist die vornehmliche Aufgabe der Guttation eher die Auf-
rechterhaltung der Nahrstoffversorgung durch aktive Wasserabgabe auch bei hoher Luftfeuchtig-
keit der Umgebung, auch wenn eine gewisse konstitutive Abwehr gegen mégliche Pathogene an
bzw. in den Hydathoden von Nutzen ist. Der Apoplast ist jedoch der Ort, der direkt mit der Um-
gebung Kontakt aufnimmt, Veranderungen misst und Signale weiterleitet. HL#2 und Horcolin
werden daher im letzten Abschnitt als Proteine des Apoplasten auch in diesem Zusammenhang
der Signalerkennung, -erzeugung oder -weiterleitung diskutiert.
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4.7. Maogliche Funktionen von HL#2 und Horcolin bei
der Signaltransduktion

Werden alle hier diskutierten Daten zu HL#2 und Horcolin im Zusammenhang betrachtet, er-
geben sich weitere Hinweise fur ihre mogliche Funktion in der Pflanze im Allgemeinen und
im Apoplasten im Besonderen. Bisher war aufgrund der Sequenzhomologien zu den jacalin-
verwandten Lektinen verschiedener Pflanzen und ihrer Zuckerbindungseigenschaften vermutet
worden, dass HL#2 und Horcolin eine Rolle bei der Pathogenabwehr spielen (moglicherwei-
se als Toxin) oder stabilisierende Faktoren durch Quervernetzungen in der Zellwand darstellen
(Grunwald, 2002

Zuckerreste kommen in der Pflanze in verschiedenen Formen vor. Viele Proteine, vor allem in
den Apoplasten exportierte, liegen in glykosylierter Form vor. Je nach Modifikation in ER und
Golgi gibt es Proteine mit N-gebundenen mannosereichen oder komplexen Oligosacchariden. In
der Zelle sind diese Proteine selten, doch es gibt Zuckerreste beispielsweise an den Oberflachen
von Vesikeln. Durch Agglutinationsversuche mitisolierten Tabak-Protoplasten konnten ebenfalls
auf der Oberflache der Plasmamembran Galaktosereste nachgewiesen V@& tdssr et al.,

1984 Fenton und Labavitch, 1980

Das zu HL#2 am nachsten verwandte Protein der aktuellen Eintrage in den Datenbanken ist
Hfr-1 aus Weizen. Wie bereits in Abschniti2 beschrieben, wird dessen mRNA unter Verwun-
dung bzw. nach Befall mit den Larven der Hessenflidgayetiola destructorinduziert. Wie
HL#2 wird Hfr-1 jedoch konstitutiv exprimiert, so dass die mRNA sowohl in befallenen, als auch
in unbefallenen Pflanzen nachzuweisen ist. Eine Induktion durch Larvenfrass fuhrt nur zu einer
transient verstarkten Expression, die nach wenigen Tagen auf das urspringliche Niveau zuriick-
geht. Entsprechende Daten zur Proteinebene sind hier nicht vorhanden. Auch die HL#2-mRNA
lasst sich durch verschiedene Faktoren, wie Hochlicht, Verwundung und Jasmonat induzieren,
doch die erhdhte Expression ist nur transient auf der mMRNA-Ebene nachzuweisen, wobei sich
der Proteinlevel, aul3er bei einer Jasmonatbehandlung, nicht verandert. Wirden Hfr-1 und HL#2
bei der Abwehr in Form einer toxischen Verbindung und Zellwandstabilisierung eine Rolle spie-
len, sollte die Expression jedoch nicht transient sein und die Proteinmenge sich erhéhen. Vor
allem bei sehr kurzen transienten Antworten innerhalb weniger Stunden nach Stressbeginn ist
eine solche Funktion fraglich. Daher wurde eine mdgliche Funktion bei der Signaltransduktion
vermutet.

Die Indizien, die fur eine solche Funktion sprechen, sind folgende: Zum einen wurde das eben-
falls zu HL#2 nah verwandte Protein BGAF in Mais beschrieben, das@tucosidase bindet
und durch Vernetzung agglutiniert. Eine Blockierung des aktiven Zentrums tritt hier jedoch nicht
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auf, und es scheint, als ob die Enzymaktivitat durch die Bindung an BGAF nicht beeinflusst wird
(Esen und Blanchard, 20pCEine &hnliche Bindung an Enzyme wird fiir die myrosinasebin-
denden Proteinen ausrabidopsis thalianadeschriebenGeshi und Brandt, 1998aipalensuu
et al., 1997. Auch diese z&hlen zu den jacalinverwandten Proteinen, sind daher mit HL#2 und
Horcolin verwandt, werden ebenfalls durch Verwundung und Jasmonat induziert und sind z.T.
mannosebindend. Myrosinasen spalten Glucosereste von Glucosinolaten, wobei beispielsweise
in BrassicaArten aus dem nichtaktiven Senfélglucosid Sinigrin ein fur viele Schmetterlingsrau-
pen toxisches Allylisothiocyanat entsteht. Enzym und Substrat liegen in verschiedenen Zellkom-
partimenten vor und werden erst bei einer Zerstérung der Zellen durch Raupenfrass zusammen-
gebrachtiess, 2004Andreasson et al., 20D1

Zum anderen konnte von Dietz et al. (2000) eine Aktivitat einer apoplastid&f@lucosi-
dase nachgewiesen werden, die ABA-Glucokonjugate durch Abspaltung des Glucoserestes hy-
drolysiert, wobei freies ABA entsteht. ABA-Konjugate sind physiologisch inakBigyer und
Zeevaart, 198Pund so ebenfalls nicht in der Lage, Gber die Membran zu gelangen, um eine
Signalkette in Gang zu setzen. Freies, protoniertes ABA ist jedoch hoch hydrophob und gelangt
durch den Protonengradient, bedingt durch den pH-Unterschied von Apoplast und Cytoplasma
(Pfanz und Dietz, 1997 problemlos Uber die Plasmamembran in die Zedllyik et al., 1992
Die Aktivitat der 3-Glucosidase im Apoplasten ist stressreguliert. Dietz et al. (2002) haben eine
erhohte Enzymaktivitat und Konzentrationen von freiem ABA im Apoplasten unter Salzstress
nachweisen konnen. Glucokonjugate von Jasmonat sind ebenfalls beschviéstimoff et al.,
1996 und ein extrazellulares Vorkommen wird beispielsweise in Tomate nachgewkasair{g
etal., 2004

Moglicherweise besitzen HL#2 und Horcolin eine Funktion in der Signaltransduktionskette
bei der Regulation der Genexpression durch ihre Fahigkeit, an Enzyme zu binden, die fur die
Freisetzung von Botenstoffen in Form von Phytohormonen aus ihren Glucokonjugaten zustandig
sind. Wie dieses Zusammenspiel aus Enzym, Phytohormon und Lektin im Detail aussieht, kann
nur vermutet werden. Moglicherweise binden die Lektine durch ihre Zuckerbindungsdoméne an
Zuckerreste auf der Plasmamembran und an anderer Seite an Enzyme, die damit zwar I6slich und
aktiv, aber ortgebunden sind. Ebenfalls mdglich ist, dass die Lektine direkt bei der Bindung des
Enzymes an das Phytohormon in seiner konjugierten Form eine Rolle spielen. Neben Mannose
und diversen anderen Zuckerspezifitdten von jacalinverwandten Lektinen sind auch Glucosespe-
zifitaten beschrieberMann et al., 200

Auch Van Damme et al. (2004a) vermuten eine Rolle einiger jacalinverwandter Lektine bei
der Zellregulation und Signaltransduktionskette. Sie diskutieren diese jedoch intrazellular bei
den zu HL#2 und Horcolin verwandten Proteinen SalT und Nictaba, deren Expression ebenfalls
durch Stress reguliert wird. Sie gehen davon aus, dass solche stressinduzierten Lektine mit gerin-
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gen Konzentrationen eine Rolle bei endogenen Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen spielen und
neben den "klassischen" Lektinen mit Speicher- und Abwehrfunktion eine eigene Gruppe mit
Signaltansduktionsfunktion bilden.

Damit entwickelt sich in der letzten Zeit ein neues Konzept der Unterscheidung und physio-
logischen Funktionen der Pflanzenlektine. HL#2 und Horcolin sind geeignete Vertreter dieser
Gruppe, an denen sich bisher nicht charakterisierte Mechanismen gut untersuchen lassen. Zu-
dem stellen sie apoplastidare Mitglieder stressinduzierter Lektine dar, die in diesem Komparti-
ment wahrscheinlich an der Erkennung oder Erzeugung von Signalen beteiligt sind, die dann an
die Zelle weitergeben werden.
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Tabelle A.1.: URL-Adressen der verwendeten Online-Programme und Datenbanken.

Programm URL

Clustalw http://lwww.ebi.ac.uk/clustalw/

EMBL http://www.ebi.ac.uk/embl/

ESPript2.2 http://prodes.toulouse.inra.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi
Expasy http://us.expasy.org/tools/

GABI http://www.gabi.de/gabineu/homeflash.html
GenscanW http://genes.mit.edu/cgi-bin/genscanw.cgi
Multialign http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

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

NetNGlyc 1.0 http://lwww.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
NetOGlyc 3.1 http://lwww.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
PlantCARE http://intra.psb.ugent.be:8080/PlantCARE/
Proscan http://bimas.dcrt.nih.gov/cgi-bin/molbio/proscan

Proteom Analyst
PSORT

http://www.cs.ualberta.ca/ bioinfo/PA
http://psort.nibb.ac.jp/form.html
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A. Anhang

LOCUS AY336086 1203 bp DNA linear PLN 20-JUL-2003
DEFINITION Hordeum vulgare high light protein (HL#2) gene, complete cds.
ACCESSION AY336086
VERSION AY336086.1 GI:32765706
KEYWORDS .
SOURCE Hordeum vulgare
ORGANISM Hordeum vulgare
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; Liliopsida; Poales; Poaceae;
Pooideae; Triticeae; Hordeum.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1203)
AUTHORS Rupprecht,I. and Kloppstech, K.
TITLE Hordeum vulgare high light protein (HL#2) gene
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1203)
AUTHORS Rupprecht, I. and Kloppstech, K.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (04-JUL-2003) Institute of Botany, University of
Hannover, Herrenhaeuser Str. 2, Hannover 30419, Germany
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1203
/organism="Hordeum vulgare"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:4513"
ene 375..1203
/gene="HL2"
/note="HL#2"
mRNA join(375..425,529..741,831..1203)
/gene="HL2"
/product="high light protein"
CDS join (423..425,529..741,831..1097)
/gene="HL2"
/note="HL#2; putative lectin"
/codon_start=1
/product="high light protein"
/protein id="AAP87359.1"
/db_xref="GI:32765707"
/translation="MSSSPVVKLGPWGGDDGVAHDITVAPQRLESITIRWGKVLDSVA
FTYRDKDNQLHTAGPWGGAGGEKEDPDTITLGPSEYITQVDWSVGPFKLKEIEHCITS
LKEVTNQASYGPFGYAVDSTHYSLPVLNNGSVVGMFGRAGDYLHAIGEFYVLPETSLAS
ORIGIN
1 aatatttcga aacgaaggtg tttgtggtct cacacgaagg cacggcccgg cagtagctac
61 gtagcgtggt ttcaaatcta gctcccacca tttttggagg ccactagtta attaagcaac
121 gttacaaaaa cgtcagagtc gggaattata ttctgcgtcc aactaattaa atggcagagc
181 aaatcctcat aaatcgaagt tagccacgag acccacgaga caaggaggat acacatgcat
241 ggatgagttg gaggacacgt ggaggctgcc cgtccacccg agccaactac tctcgtgtgt
301 tttgcatatg aaattccttt ttttttctcg cgtgagtttg catataaaat tcgtacaagt
361 gcctgcctgg tcagctcatc agccctactc tccatctcgg cgcttcecgttg tgagttaacg
421 aaatggtccg tccttactcc ggctcccatg catgagctcce atgatatgct gtgctagcat
481 cttcttcacg ggactcatgg caggttgctg ttttgtgtgc gcgtgcagag cagcagcccg
541 gtggtgaagc tggggccgtg ggggggcgac gacggggtgg cccacgacat cacggtggcg
601 ccgcagcggc tggagagcat caccatccgc tggggcaagg tcctcgactc cgtcgcctte
661 acctacaggg acaaggacaa ccagctgcac accgccgggc cctggggcgg cgccggaggg
721 gagaaggaag acccggacac ggtgagcgat cgatccggtc caggcgggcg cctcttgtca
781 tcgatcctgc ttcttttctt ggtctgatgt atgcacatgt gtatctacag atcacgttgg
841 gcccctcgga gtacataact caggtcgact ggtcggtggg accgttcaag ctcaaggaga
901 tcgagcactg catcacctcg ctcaagtttg tgaccaacca ggccagctac ggcccgtteg
961 ggtacgcggt ggacagcacg cactacagcc tgcccgtgcect caacaacggc agcgtcgtcg
1021 gcatgttcgg ccgcgccgga gactacctcc acgccatcgg cttctacgtc ctcccagaga
1081 ccagtctcgc atcttgagtt cccatgtgca ttgatcctgt ccattgttta gcatttaaaa
1141 taaatggttc gtcttgattt ttgaatatta cgagttcctt taataaatgg tttgtcttga
1201 tta

Abbildung A.1.: Vollstédndige Sequenz von HL#2.
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LOCUS

DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE

ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES

AY770690

Hordeum vulgare Horcolin gene,

AYT770690
AY770690.

DNA linear
complete cds.

1338 bp PLN 02-NOV-2004

1 GI:54778541

Hordeum vulgare

Hordeum vulgare

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta; Magnoliophyta;

Pooideae;

Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Liliopsida; Poales; Poaceae;

Triticeae; Hordeum.

1 (bases 1 to 1338)

Rupprecht, I.

and Kloppstech, K.

Direct Submission

Submitted

Hannover,

source

mRNA

Q
O
n

ORIGIN

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

Abbildung A.2.: Vollstédndige Sequenz von Horcolin.

tttaaattac
actgggatta
gttaccacaa
aagttttaga
cagtctcaat
gtgtacgtac
aagtcactct
gccaaaatgg
gtggacgagt
tttggagtag
tgggccatgg
ggttagtatg
caccgataac
tacggtgcgt
tcatcggttt
ctcatataca
agacgctacg
catcgtcacg
taccggaatt
acgggctggt
atatcggccg
tgcttgctag
gataatgtgt

(04-0CT-2004)
Herrenhaeuser Str.
Location/Qualifiers
1..1338
/organism="Hordeum vulgare"
/mol type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:4513"
join(<427..429,584..784,953..>1189)
/product="horcolin"
join (427..429,584..784,953..1189)
/note="coleoptile lectin"
/codon_start=1
/product="horcolin"
/protein id="AAV39531.1"
/db xref="GI:54778542"
/translation="MSKPVKIGPWGGNGGSERDVQPKPIRMVSMTVSSGAIVDAIAFT
YVGTDNVQHSSGIKWGGTGGTEDTINLDATNYVTEISGTVGKFGTDDIVTSLKIITSK

Institute of Botany, University of
2, Hannover 30419, Germany

GVTRTYGSGTGIPFRVPVLDGGKIAGFFGRAGAFLDAIGEYITP"

caagcattgc
atcattagtc
tgttacaaga
catgtctaat
gacagtgagc
ggctatatat
tctagaccaa
tatgtgtttg
ttgactaaat
attgatggta
ggtgggaatg
accgtcagta
gttcaacact
ggaatgtttg
tgattattgt
aacctcttac
aactacgtga
tctcttaaaa
ccattccgecg
gctttcctgg
gccacctctc
aataaataaa
gacgctgc

atggagacaa
tttataactg
atgatattca
tagacaagaa
ggtgtactac
aggtggcttt
tacataggtt
atccacttat
atggaatggt
atactctcct
gtggcagcga
gcggagctat
cttccggcat
tttcaaaata
tttatctgga
atacatgacc
ccgaaatctc
ttatcacctc
tccecggtget
acgcgattgg
ctctggaaga
cttgtgaagt
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ctgtcaatag
ctaaattttt
gtaaaatgtg
tggtgtgcat
ttttatgctt
cgatcgatca
gctgccttgg
gtagttctta
atgtgtttag
ctaattaatt
gcgtgatgtce
cgttgacgct
caagtggggt
tatttatttt
tggctagggt
tgatgattgc
cgggacagtg
caagggggtt
tgacgggggt
gttctacatt
aggaggtggc
gccttacatg

aatctagtaa
agaagagttc
cctgtaatga
taattaatct
atcaactatc
acgaagccat
gtggatttgg
gttttectttt
atattgtcaa
cagagcaagc
cagccaaagc
attgcattca
ggcactggcg
cttgcactat
tagtagttct
catctcttgce
ggtaaatttg
accaggacat
aagatcgccg
actccatgaa
gtagtactac
gcactttagc

agcaaattga
acatggaccc
gattgctacc
tatcttacaa
gggagctgag
ccagcaaact
taaagcagga
cttcaaaaga
tatcttcaat
ctgtgaagat
ccatccgtat
cctatgtggg
gcacagaaga
actatgttga
cctacatgta
agattaatct
ggaccgacga
acggctcagg
gcttctttgg
tggttggttg
cggcagcgtce
atatgtgtgg
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A. Anhang
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Abbildung A.3.: Die Genkarte des Klonierungsvektors pBluescript SK vVORA&AGENE.
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Abbildung A.4.: Die Genkarte des Klonierungsvektors GFP von Hansldw@k et al., 2004
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A. Anhang

Tabelle A.3.: Ein- und Dreibuchstaben-Code fur Aminosauren

A Ala Alanin M Met Methionin

B Asx Asparagin oder Asparaginsdure N Asn Asparagin
C Cys Cystein P Pro Prolin

D Asp Asparaginsaure Q GIn Glutamin

E Glu Glutaminsaure R Arg Arginin

F Phe Phenylalanin S Ser Serin

G Gly Glycin T Thr Threonin

H His Histidin V  Val Valin

I lle Isoleucin W Trp Tryptophan
K Lys Lysin Y Tyr Tyrosin

L Leu Leucin Z GlIx Glutamin oder Glutaminsaure
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