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Abstract

The monoclonal antibody TIM11-B2 was developed to characterize a 40 kDa protein
correlated with the elongation growth of pea seedlings (Reinard et al., 1994; Sprunck,
1996). The aim of this study was to characterize a co-migrating second antigene of TIM-
11B2, which had not been identified so far. An immunostaining with TIM-11B2
following a native PAGE of pea crude extract could separate the antigenes into two
distinct protein bands. The lower band was previously identified as a cytosolic isoenzyme
of fructose-1,6-bisphosphate aldolase. The second band (,,the upper band*) showing no
recognation by anti cytosolic aldolase polyclonal antibodies was cut out from a native
polyacrylamide gel and the protein was isolated by electroelution. The homology
comparison of the microsequences achieved after microsequencing of the 40 kDa eluate
led to the cytosolic isoenzymes of glutamine synthetase GS3A/B (three peptides) and GS1
(one peptide).

The genes coding for cALD1, cALD2, GS1 and GS3A were succesfully amplified from
a pea seedling cDNA pool via PCR using specific primers. The DNA fragments were
cloned into pGemT vector and then subcloned into the expression vector pET32(at).
TIM-11B2 immunostaining of recombinant proteins overexpressed in E. coli BLR(DE3)
bacteria confirmed that this monoconal antibody indeed recognizes all of these
recombinant proteins.

By alignment and comparison of their hydropathy, antigenic index and surface probability
plots a putative epitope for TIM-11B2 could be located within the amino acid sequences
of cALD1, cALD2, GS3A, GS3B and GS1. This potential epitope consisting of 8 amino
acids is represented by the constitutive sequence DG*(T/S)T*Q*. The multispecificity of
the monoclonal antibody TIM-11B2 is discussed.

Polyconal antibodies against cALD2 (antisera ,,575/737") as well as antibodies against
GS3A (antisera ,,514/518") were succesfully raised in rabbits. These antibodies were
shown to be specifically recognizing their own antigene by immunostaining and no cross
reactions were found. Anti cALD2 antisera ,,575" could succesfully be applied in
immunocytochemical studies. Only the cytoplasm was specifically labelled with gold
particles.

The northern analysis of tissue sections of 12 d old etiolated pea seedling using the
corresponding cDNA of GS34, cALD2, GSI as well as cALDI as probes showed that
cALDI, cALD?2 and GSI are specifically expressed only in the tissue sections mostly
undergoing elongation growth, whereas GS34 remains almost constantly expressed over
the whole tissue sections examined. About the possible dinstinct roles of each individual
isoenzyme during development of seedling is discussed.

Keywords : aldolase, glutamine synthetase, pea.



Kurzfassung

Der monoklonale Antikoérper TIM-11B2 wurde zur Charakterisierung eines 40 kDa
groflen Proteins entwickelt, dessen Abundanz in Korrelation mit dem
Streckungswachstum der Erbsenkeimlinge steht (Reinard et al., 1994; Sprunck, 1996).
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, das zweite co-migrierende und bisher noch nicht
identifizierte Antigen von TIM-11B2 zu charakterisieren. In einer Immunfarbung nach
einer nativen PAGE von Erbsenrohextrakt wurden zwei distinkte Proteinbanden durch
TIM-11B2 spezifisch erkannt. Die untere Bande war bereits als cytosolische [soenzyme
der Fructose-1,6-Biphosphat-Aldolase identifiziert worden. Die zweite, nicht durch den
Anti-cytosolische Aldolase Antikorper detektierte, ,,obere Bande wurde aus einem
nativen Polyacrylamidgel ausgeschnitten und die Proteine durch Elektroelution isoliert.
Die nach der Mikrosequenzierung des 40 kDa Eluates erhaltenen Mikrosequenzen
konnten als legitime Lys-C-Proteolyseprodukte von cytosolischen Glutaminsynthetasen
GS3A/B (3 Peptide) bzw. GS1 (1 Peptid) identifiziert werden.

Mit Hilfe von spezifischen Primern wurden die Gene fiir cALD1, cALD2, GS3A und GS1
erfolgreich aus einer Erbsenkeimlingen-cDNA mittels PCR amplifiziert werden. Die
DNA-Fragmente wurden zuerst in pGemT-Vektor und anschlieBend in den
Expressionsvektor pET32(a+) kloniert. In einer Immunfarbung konnte gezeigt werden,
dass de monoklonale Antikorper TIM-11B2, wenn auch unterschiedlich stark, alle der in
E. coli-BLR(DE3)-Zellen iiberexprimierten, rekombinanten Proteine erkennt.

Durch ein ,,Alignment* der Aminosduresequenzen von cALD1, cALD2, GS3A, GS3B
und GS1 und Vergleiche der dazugehdrigen Hydrophathie-, Antigenizitits- und
Oberflachenwahrscheinlichkeit-Plots konnte ein mutmaBliches Epitop fiir TIM-11B2 auf
diesen Sequenzen lokalisiert werden. Dieses potentielle Epitop besteht aus 8
Aminosduren und wird durch die Sequenz DG*(T/S)T*Q* vertreten. Die multispezifische
Natur des monoklonalen Antikorpers TIM-11B2 wird diskutiert.

Zur Herstellung von polyklonalen Antikdrpern wurden Kaninchen mit rek. cALD2 bzw.
rek. GS3A immunisiert. Die resultierenden polyklonalen Antikorper sind jeweils gegen
cALD2 (Antiseren ,,575/737") bzw. gegen GS3A (Antiseren ,,514/518") spezifisch. Die
Anti-cALD2-Antikdrper ,,575" konnten erfolgreich in immuncytochemischen
Untersuchungen eingesetzt werden. Immungold-markierungen mit ,,575"-Antiseren als
Erst-Antikorper zeigten eine spezifische cytoplasmatische Markierung.

Die Northern-Analysen der Gewebesegmente von 12 d etiolierten Erbsenkeimlingen mit
cALDI-, cALD2-, GS1-, und GS34-cDNA als Sonden zeigten, dass es eine Korrelation
zwischen der Expression von cALDI, cALD2 und GSI mit dem Streckungswachstum
besteht. Das GS34-Gen wird in den untersuchten Geweben dagegen relativ gleichmifig
exprimiert. Uber die mogliche unterschiedliche Rolle der einzelnen Isoenzyme withrend
der Entwicklung wird diskutiert.

Schlagworter: Aldolase, Erbse, Glutaminsynthetase,
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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Pflanzenwachstum

Wachstum und Entwicklung von Pflanzen werden durch koordinierte Aktivititen
mehrerer externer und endogener Faktoren kontrolliert. Licht ist einer der wichtigsten
externen Faktoren, Pflanzenhormone sind die bedeutendsten endogenen Regulatoren,
welche die Pflanzenentwicklung steuern. Der Mechanismus dieser Steuerung ist bisher
nur unvollkommen bekannt (von Arnim & Deng, 1996; Jensen ef al. 1998; Schopfer &
Brennicke, 1999).

1.1.1. Etablierung eines Keimlings und post-germinatives Wachstum

Die Etablierung eines Keimlings ist eine der kritischsten Phasen im Lebenszyklus einer
hoheren Pflanze. Dies beginnt mit der Keimung, wenn die apparente metabolische
Dormanz der ausgetrockneten Samen durch Quellung gebrochen und damit einhergehend
eine Vielzahl von physiologischen und biochemischen Aktivititen initiiert wird. Die
Quellung der Samen induziert den Abbau von gespeicherten Proteinen, Kohlenhydraten
und Lipiden in den Speicherorganen der Samen, um Energie und wichtige Nahrstoffe fiir
den wachsenden Embryo zu liefern (Holdsworth et al., 1999; Poulle & Jones, 1988;
Mitsuhashi ef al. 1986; Nielson & Liener, 1984). Zur Hydrolyse von Speicherproteinen
wirken wéhrend dieser Periode eine Reihe von Proteasen und Peptidasen zusammen,
wobei die Kombination der Enzyme von Samen zu Samen variieren kann (Ashton, 1976;
Shutov & Vaintraub, 1987). Der Abbau der Speicherproteine liefert Peptide und
Aminosduren, die fiir das frilhe heterotrophe Pflanzenwachstum bendtigt werden. Als
Stirke abgelagerte Kohlenhydratreserven unterliegen ebenfalls einem weitreichenden
Abbau. In den Kotyledonen von Erbsen erfolgt der Stiarkeabbau hauptséchlich durch die
Aktivititen von Phosphorylasen, wéhrend in Sojabohnen und Linsen vor allem a-
Amylasen diese Aufgabe iibernehmen (ap Rees, 1988). Das Produkt des Starkeabbaus im
keimenden Erbsensamen ist daher hauptsiachlich Saccharose. Andere Zucker wie Maltose,

Maltotriose, Maltodextrine und Glucose kommen in den Kotyledonen von keimenden



1. Einleitung

Erbsensamen nicht oder wenn iiberhaupt nur in sehr geringen Mengen vor (Monerri ef al.
1986).

Abhidngig von den Lichtbedingungen konnen Keimlinge zwei verschiedene
Entwicklungsstrategien verfolgen. Solange der Keimling sich im Dunkeln befindet,
nehmen Keimlinge dicotyler Pflanze eine Morphologie und Physiologie an, die diesen
unterirdischen Wachstumsbedingungen angepasst sind (Skotomorphogenese): Blatt- und
Chloroplastentwicklung bleiben inhibiert, wihrend das Epikotyl, ein das Apikalmeristem
und die Kotyledonen verbindender Teil des Sprosses, einen Apikalhaken bildet und eine
schnelle Elongation erfahrt (Etiolierung). Bei Lichteinwirkung wird ein alternatives
Entwicklungsprogramm, die Photomorphogenese, induziert: der Apikalhaken 6ffnet sich,
die Chloroplasten und die Blitter entwickeln sich und das Wachstum des Epikotyls wird
gehemmt (Crosgrove 1994; Quail ef al. 1995). Aus den genetischen und physiologischen
Daten geht hervor, dass Licht seine inhibitorische Wirkung auf das Hypokotyl!'-
Wachstum iiber Stimulation von Phytochromen, eines Blaulichtrezeptors und eines oder
mehrerer UV-B-Rezeptoren entfaltet (Uberblick : von Arnim & Deng, 1996; Chory,
1997). Uber den molekularen Mechanismus der Zellelongation im Hypokotyl und deren
Kontrolle durch Licht ist wenig bekannt (Desnos, 1996).

Neben dem Licht spielen alle bekannten Pflanzenhormone eine wichtige Rolle bei dem
Hypokotylwachstum: Brassinosteroide, Auxine und Gibberelline haben einen wachstum-
stimulierenden Effekt, wihrend Ethylen, Cytokinine und Abscisinsdure (ABA)
wachstuminhibierend wirken (Davies, 1995; Smalle ef al., 1997). Dem Phytohormon
Auxin konnte eine Beteiligung bei der Lichtregulation der Pflanzenentwicklung
nachgewiesen werden, der genauen Charakter dieser Interaktion ist jedoch nicht gut
verstanden worden ( Kraipiel & Miginiac, 1997). Behringer und Davies (1992) schlugen
vor, dass die Regulation der Stengelelongation durch Phytochrome zum Teil das Ergebnis
der Veranderung des Auxinspiegels ist. Bei Keimlingen, die unter Licht gewachsen sind,

ist die Hypokotyl-Elongation von einem Auxintransport abhdngig. Da dies bei etiolierten

'Hypokotyl : Ein das Apikalmeristem und die Wurzel verbindendes Gewebe in dikotylen
Pflanzenkeimlingen mit oberirdischen Kotyledonen. In Leguminosen-Keimlingen (Kotyledonen
unterirdisch) Epikotyl: ein das Apikalmeristem und die Kotyledonen verbindender Teil des
Sprosses.
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Keimlingen nicht der Fall ist, ldsst eine wichtigere Rolle des Auxins bei

Elongationsprozessen im Licht vermuten (Jensen ef al., 1998).

Das Licht verdndert ebenfalls die Konzentration von anderen Phytohormonen
(Gibberellinen (GAs): Ross et al., 1992; Foster & Morgan, 1995; ABA: Weatherwax et
al., 1996; Cytokininen: Qamuruddin & Tillberg, 1989; Kreipiel e al., 1995; und Ethylen:
Kathiresen et al., 1996 und Ref.). Viele Entwicklungsprozesse, die als ein Ergebnis der
Lichtsignale zustandekommen, sind deshalb also auch von der (Mit-)Wirkung der

Phytohormone abhingig (Jensen ef al., 1998).

1.1.2. Zellstreckungswachstum

Wachstum in Pflanzen wird als irreversible Volumenzunahme definiert. In dem
Apikalmeristem wird das Wachstum durch die kombinierte Aktivitdt zweier mit einander
verbundener Prozesse, die Zellstreckung und die Zellteilung, bestimmt. Das Wachstum in
den subapikalen Regionen, das die entscheidende Komponente des Wachstums darstellt,
wird dagegen allein durch Zellstreckung bedingt. Diese Zellstreckung wird durch den
Turgordruck verursacht. Wéhrend dieses Prozesses nehmen die Zellen an Volumen
mehrfach zu und werden vakuolisiert (Taiz & Zeiger, 1998). Das auf die Zellstreckung
zuriickzufiihrende Wachstum stellt einen zentralen Vorgang in der
Entwicklungsphysiologie der Pflanzenzelle dar und wird seit langem untersucht. Trotz
threr Wichtigkeit in der Morphogenese der Pflanze ist der Mechanismus der
Zellstreckung auf molekularer Ebene nur wenig verstanden worden (Gendreau et al.

1997)

Biophysikalische Studien wiesen darauf hin, dass die Zellwand den Hauptkontrollpunkt
fiir das durch den Turgor verursachte Zellstreckungswachstum darstellt (Cosgrove, 1997).
Ein aktuelles Modell legt nahe, dass die Zellwand eine hoch organisierte und dynamische
Struktur ist, die zwei wichtige strukturelle Netzwerke von Polysacchariden enthilt: ein
Last-tragendes Cellulose/Xyloglucan-Netzwerk und ein Druck-resistentes Pektin-
Netzwerk (Roberts, 1994). Expansion der Zellwand wire somit das Ergebnis des

Zusammenspiels zwischen der Synthese von neuen Komponenten, ihrem regulierten
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Einbau in die vorhandene Architektur und der Lockerung der Struktur. Die komplexe
Struktur der Zellwand muB3 den Turgordruck widerstehen und gleichzeitig eine
Zellexpansion erlauben. Damit eine Zellexpansion stattfindet, miissen drei Bedingungen
erflillt sein: (a) addquater Turgor muf innerhalb der Zelle existieren; (b) Dehnbarkeit
muf} durch Umordnung oder Lockerung der vorhandenen Zellwand erreicht werden und
(c) Synthese und Ablagerung von neu gebildeten Zellwandkomponenten miissen
stattfinden.

Die Theorie des Sdurewachstums besagt, dass der Zellwand-lockernde Faktor
Wasserstoffionen sind. Sekretierte Protonen setzen den apoplastischen pH-Wert herab
und Zellwand-lockernde Prozesse werden dadurch aktiviert. Dabei brechen die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Xyloglucanen und den Cellulose-
Mikrofibrillen durch den Anstieg der Protonenkonzentration zusammen. Die plastische
Dehnbarkeit der Zellwand wird dadurch erhoht, der Wanddruck erniedrigt und die Zellen
koénnen sich strecken (Uberblick: Rayle & Cleland, 1992). Die Winde von
expandierenden vegetativen Geweben besitzen eine Vielzahl von Enzymaktivitdten, die
zu einer Modifikation der mechanischen Eigenschaften der Zellwand beitragen konnen.
Dazu gehoren Xyloglucan-Endotransglycosylasen (XET, Fry et al. 1992), Endo-1,4-f-
Glucanasen (EGasen, Hayashi et al., 1984) und Expansine (McQueen-Mason et al.,
1992). Die Fahigkeit, in vitro eine Zellwandstreckung zu bewirken, konnte bisher jedoch
nur bei den Expansinen nachgewiesen werden. Expansine sind 29 - 30 kDa grof3e
Glykoproteine und gehoren zu den HPRGs (Hydroxyprolin-reiche Glykoproteinen). Fiir
thre Wirkung erfordern die Expansine einen sauren pH-Wert (Optimum bei pH 3.0 - 4,5)
(McQueen-Mason et al., 1993; Cosgrove & Durachko, 1994). Der molekulare Basis der
Expansinwirkung ist noch nicht gekldrt. Die meisten publizierten Daten deuteten jedoch
darauf hin, dass Expansine durch Lockerung von nicht-kovalenten intermolekularen
Bindungen (Wasserstoffbriicken) zwischen den Cellulose-Mikrofibrillen und den
Matrixpolymeren wirken, was somit zur Verminderung der mechanischen Festigkeit der
Winde flihrt (McQueen-Mason & Cosgrove, 1994).

Die Cellulosemolekiile werden in Biindeln an Enzymkomplexen in der Plasmamembran
synthetisiert (an in der Plasmamembran beweglichen Cellulosesynthasekomplexen) und
lagern sich spontan unter Ausbildung von Wasserstoftbriicken zu partiell kristallin

geordneten Mikrofibrillen zusammen, welche auf innere Wandoberfliche aufgelagert
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werden. Die Matrix-Polysaccharide und -Proteine werden dagegen im ER und Golgi-
Apparat synthetisiert und gelangen durch Exocytose sekretorischer Vesikel in den
Zellwandraum (Schopfer & Brennicke, 1999). Uber die Rolle der Biosynthese der
Zellwandverbindungen bei der Regulation der Zellstreckung gibt es jedoch bisher noch

keine Information.

Mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers TIM-11B2 (s. unten) wurde ein 40 kDa groB3es
Protein (,,p40") untersucht, dessen Vorkommen eine Korrelation mit dem
Streckungswachstum zeigte (Sprunck, 1996). Dabei war unklar, ob die verstirkte
Abundanz dieses Proteins in wachsenden Gewebeteilen auf Ursachen fiir Wachstum oder
Folgen von Wachstum zuriickzufithren war. Elektronmikroskopische Aufnahmen von
Immunogoldmarkierungen mit TIM-11B2 zeigten auch teilweise eine
Zellwandlokalisation. In weiteren Untersuchungen hat sich herausgestellt, dass der
monoklonale Antikdrper TIM-11B2 mehr als nur ein Protein erkennt. Eines der Antigene
konnte als cytosolische Aldolase identifiziert werden (Sprunck, 1996). Die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Charakterisierung des weiteren TIM-11B2-

Antigens fiihrte zu den cytosolischen Isoenzymen der Glutaminsynthetasen.

1.2. Aldolase

Aldolase (ALD, D-Fructose-1,6-Bisphosphat D-Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Lyase, EC
4.1.2.13) katalysiert die reversible Aldolspaltung von Fructose-1,6-Bisphosphat (FBP) in
zwel Triosephosphate, Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd-3-
Phosphat (GAP). Es gibt zwei Klassen von Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolasen. Klasse
I Aldolasen sind relativ groBe Homotetramere (MG ca. 160 000), haben eine essentielle
Sulfhydrylgruppe und bilden ein kovalentes Schiff‘sche-Base-Intermedidrprodukt
zwischen der Dihydroxyacetonphosphat-Hélfte des Substrates und einer e-Aminogruppe
eines Lysinrestes in der aktiven Stelle wihrend der Katalyse. Die Sequenz um diesen in
der Bildung der Schiff*schen Base involvierten Lysinrest ist hochst konserviert und kann
als eine Signatur fiir diese Klasse der Enzyme verwendet werden (Freemont et al., 1988;

Chopra et al. 1990). Klasse II Aldolasen sind kleinere (MG ca. 80 000) homodimere
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Proteine, die Kalium und bivalente Kationen zur katalytischen Reaktion bendtigen und
keinen Schiff-Base-Reaktionsmechanismus zeigen. Klasse I Aldolasen zeigen keine
signifikante Sequenz-Homologie mit den Klasse I Aldolasen (Plaumann et al., 1997), was
durch unterschiedliche, voneinander unabhingige evolutionédre Entwicklungslinien erklart
werden kann (Marsh & Lebherz, 1992). Tierische Aldolasen sind Klasse I, wéihrend
Klasse II Aldolasen in Bakterien und Pilzen vorkommen. Hohere Pflanzen einschlieBlich
Farne und Moose haben Klasse I Aldolasen, wahrend Aldolasen aus eukaryotischen
Algen sowohl Klasse I als auch Klasse II sein konnen (Miernyk, 1990; Marsh & Lebherz,
1992).

Bei Sdugern wurden drei verschiedenen, Gewebe-spezifische ALD-Isoenzyme
identifiziert : ALD-A in Muskeln, ALD-B in der Leber oder Niere und ALD-C im Gehirn
(Gefflaut ef al., 1995; Penhoet et al., 1969). Diese drei Isoenzyme zeigen geringfiigige
Unterschiede in ihren physikalischen Eigenschaften. Die ALD-A und ALD-B
unterscheiden sich zudem in ihrer Substratspezifitit sowie in dem Verhéltnis ihrer Vor-/
Riickwirtsaktivititen. Wihrend die Muskelaldolase (ALD-A) eine hohe Spezifitit fiir
FBP aufweist (,,glycolytisches Isoenzym), spaltet das Isoenzym in der Leber (die
»gluconeogenetische ALD) gleich gut sowohl FBP als auch F1B (Fructose-1-Phosphat)
und zeigt ein viel hoheres, relatives V. in der Riickreaktion (Gefflaut ef al., 1995;

Penhoet et al., 1969).

In Pflanzen existieren mindestens zwei Aldolase-Isoenzyme, die cytosolischen und die
(chloro-) plastiddren Formen (cALD und pALD, Anderson & Pacold, 1972). cALD und
pALD wurden sowohl in photosynthetisch-aktiven als auch in nicht-photosynthetischen
Geweben identifiziert (Kriiger & Schnarrenberger, 1985). Genetische Untersuchungen
haben bewiesen, dass beide Isoenzyme durch Kern-lokalisierte Gene kodiert sind, die sich
wahrscheinlich aus Duplikation eines gemeinsamen Vorfahrengens entwickelt haben
(Plaxton, 1996). cALD und pALD zeigen dhnliche katalytische Eigenschaften, obwohl sie
sich in ihrer thermischen Stabilitdt, Nettoladung, Aminosdurezusammensetzung,
immunologischen Eigenschaften und der GroBe ihrer Untereinheiten geringfiigig
unterscheiden (Marsh et al., 1989). In photosynthetisch aktiven Geweben ist pALD in

zwel Hauptstoffwechselwegen der Zuckerphosphate beteiligt : in dem C,-reduktiven
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Pentosephosphatweg (Calvin-Zyklus), wo sie neben der Aldolkondensation von GAP und
DHAP zu FBP die dem Calvin-Zyklus eigene Kondensation von DHAP und Erythrose-4-
Phosphat (E4P) zu Sedoheptoluse-1,7-Bisphosphat (SuBP) katalysiert (Heldt, 1996) und
in den Reaktionen des Stirkestoffwechsels (gluconeogenetische Stirke-Biosynthese bei
Tag und glucolytische Starkeabbau bei Nacht, Stitt, 1990). Die chloroplastiddre ALD
stellt 95 % der gesamten Aldolaseaktivitit im Blattgewebe dar (Kriiger &
Schnarrenberger, 1983; Lebherz et al. 1984). Uber die Aldolasen aus nicht-
photosynthetischen Geweben ist bisher wenig bekannt. Der Beitrag von cALD zu der
Gesamt-Aldolaseaktivitit von nicht-grilnen Geweben scheint jedoch viel grofler als in
grilnen Blittern zu sein und kann bis zu mehr als 50% der vorhandenen Gesamt-
Aldolaseaktivitdt ausmachen (Botha & O‘Kennedy, 1989; Kriiger & Schnarrenberger
1985; Moorhead & Plaxton, 1990; Nishimura & Beevers, 1981).

Cytosolische und chloroplastididre Aldolasen aus Erbse (Pisum sativum L.), aus Weizen
(Triticum aestivum L.), aus Mais (Zea mays L.) und aus Spinat (Spinacia oleracea L.)
konnten iiber DEAE-Ionenaustausch-Chromatographie voneinander getrennt werden.
Dabei konnte in den griinen Blittern von Erbse ein Aktivitidten-Verhéltnis von 9 %
(cALD) : 91 % (pALD) ermittelt werden. Cytosolische Aldolase zeigte einen 5-fach
niedrigeren K _-Wert fiir FBP (1,2-2,3 mM) als das chloroplastiddre Enzym (8,0 - 10,5
mM) (Schnarrenberger & Kriiger, 1986). Mit Hilfe von aus N-terminalen
Mikrosequenzen abgeleiteten degenerierten Oligonucleotiden konnten cDNAs (Klone cp!
und cp2) fiir zwei distinkte pALDs aus einer Erbsen-cDNA-Bibliothek isoliert und
sequenziert werden. Das berechnete Molekulargewicht der pALD-Untereinheit ist 38 043
(cpl) bzw. 37 825 (cp2) (Razdan et al. 1992). Uber die Expressionmuster dieser pALD-
Gene ist bisher nichts bekannt. Die cDNAs fiir cytosolische Aldolase der Erbse sind
ebenfalls bereit isoliert und sequenziert. Zwei cDNAs fiir cytosolische Aldolase aus Erbse
wurden 1995 von Pelzer-Reith und Schnarrenberger aus einer Erbsenblatt-cDNA-Bank
isoliert. Sie kodieren jeweils fiir 38 445 Da (357 AS, Klon aldcyt] =cALD1, EMBL-Nr.:
X89828) bzw. 38 490 Da (359 AS, und Klon aldcyt2 = cALD2, EMBL-Nr: X89829)
Untereinheiten der cytosolischen Aldolasen (Pelzer-Reith & Schnarrenberger, 1995).
Daten iiber enzymkinetische bzw. eventuelle funktionelle Unterschiede dieser

cytosolischen Isoenzyme und tiber die Expression der Gene liegen nicht vor.
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Mittlerweile wurden auBlerdem einige cDNA-Klone fiir folgenden Aldolasen aus
verschiedenen Pflanzen beschrieben : anaerob induzierbare cALD aus Mais (Kelley &
Tolan, 1986), cALD und pALD aus Reis (Hidaka et al. 1990; Tsutsumi et al. 1994),
cALD aus Arabidopsis thaliana (Chopra et al., 1990), cALD und pALD aus Spinat
(Pelzer-Reith et al., 1993), hitze-induzierte pALD-Isoform aus Avena sativa (Michelis &
Gepstein, 2000). In Reis wurden, wie bei der Erbse, auch multiple Gene fiir die
cytosolische Aldolase (4/dC-1, AldC-2 und AldC-a) identifiziert (Tsutsumi ez al. 1994).
Fiir das Gen A/dC-1 konnte gezeigt werden, dass seine Expression wahrscheinlich iiber
einen Signaltransduktionsweg reguliert wird, an dem ein Ca**-vermitteltes Proteinkinase-
Proteinphosphatase-System involviert ist (Nakamura et al., 1996). Untersuchungen mit
dem pALD-Gen aus Reis in transgenen Tabakpflanzen zeigte auflerdem eine Licht-
induzierbare und Mesophyll-spezifische Expression dieses Gens (Kayaga et al., 1995;
Nakamura et al. 1997). Experimenten an Kartoffeln haben gezeigt, dass eine Antisense-
Expression einer ,,full length* pALD kodierenden cDNA zur verminderte Expression der
Aldolase sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene fiihrte. Es wurde beobachtet,
dass eine geringe Abnahme der Aktivitdt von pALD die Photosynthese inhibiert, die
Zucker- und Stirkespiegel verdndert und das Wachstum der Kartoffelpflanze hemmt (
Haake et al., 1998). Obwohl (plastididre) Aldolasen eine reversible Reaktion katalysieren
und keine bekannten regulatorischen Eigenschaften besitzen, haben geringe Veranderung
in ihren Aktivitdten deutliche Folgen fiir die Photosynthese, die Kohlenstoffverteilung
(“carbon partitioning”) und das Wachstum (Haake et al., 1998).

1.3. Glutaminsynthetase

Glutaminsynthetase (GS; L-Glutamat-Ammoniak-Ligase (ADP), EC 6.3.1.2) ist ein ATP-
abhingiges Enzym, das die Bildung von Glutamin aus Glutamat und Ammonium
katalysiert (Meister, 1974). Zusitzlich zu ihrer Rolle als Bestandteil von Proteinen wird
Glutamin tiber Transaminierung fiir die Biosynthese einiger Aminoséuren benétigt, und
deren Amidstickstoff wird in vielen biosynthetischen Stoffwechselwegen einschlieBlich
der Synthese von Purinen, Pyrimidinen, Glucosaminen und Carbamoylphosphaten
verwendet (Meister, 1974). In hoheren Pflanzen ist Glutamin auflerdem als eine der

Hauptverbindungen bekannt, die dem interzelluldren Stickstofftransport dienen (Miflin &
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Lea, 1976 und 1977; Lea & Miflin, 1980a/b). Man unterscheidet klassischerweise zwei
Typen von GS: GSI, das typische prokaryotische Enzym mit Untereinheiten von ca. 52
kDa, die ein dodecameres Enzym bildend in zwei planaren Hexameren angeordnet sind,
und GSII, das typische eukaryotische Enzym mit Untereinheiten von ca. 40 kDa, die als
Octamere angeordnet sind. Diese zwei Enzymklassen zeigen ca. 25 % Homologie in thren
Aminosduresequenzen und haben wahrscheinlich eine dhnliche Untereinheitstruktur mit
der aktiven Stelle, die zwischen den Untereinheiten lokalisiert ist (Eisenberg, 1987;

Mathis et al. 2000).

In hoheren Pflanzen stellt GS im Zusammenspiel mit Glutamatsynthase (GOGAT;
E.C.1.4.7.1) das Schliisselenzym bei der Assimilation von Ammonium dar (Miflin and
Lea, 1976). Uber den GS/GOGAT-Zyklus werden Ammoniumionen, die aus dem
Grundwasser (Oak & Hirel, 1985), aus der Stickstoff-Fixierung (Cullimore et al, 1983)
oder aus der Nitratreduktion stammen, in organische Verbindungen (Glu bzw. Gln)
eingebaut (Temple, 1998). AuBlerdem hat GS eine Funktion bei der Reassimilation von
Ammoniumionen, die wihrend einiger Stoffwechselprozesse einschlieBlich Protein- und
Aminoséure-Katabolismus (Lea & Joy, 1983), Photorespiration (Givan ef al., 1988) und
der Biosynthese von Phenylpropanoiden freigesetzt werden. Wegen ihrer zentralen Rolle
in dem pflanzlichen Stickstoffmetabolismus wurden die Biochemie und die

Molekularbiologie von GS umfassend untersucht (Lea et al., 1990; Lam et al., 1996).

GS existiert in Pflanzen als zwei Isoformen mit unterschiedlichen biochemischen
Eigenschaften und verschiedenen Gewebe- sowie subzellularen Lokalisationen (McNally
& Hirel, 1983) : eine chloroplastidire Isoform (GS2), die in allen bisher untersuchten
Pflanzenspezies von einem einzigen Kern-lokalisierten Gen per Haploid-Genom kodiert
wird (Becker et al., 1992; Tingey et al., 1987) und cytosolische Isoformen, die durch
differentielle Expression einer Kern-kodierten Multigen-Familie entstanden sind (Bennett
et al., 1989; Givan et al., 1988; Peterman & Goodman, 1991; Tingey et al., 1988). Die
Gene fiir cytosolische GS werden vorzugsweise in nicht photosynthetisch aktiven
Geweben, wie keimenden Samen, Wurzeln und Wurzelknéllchen, exprimiert. Im
keimenden Samen sind sie bei der Reassimilation von aus der Mobilisierung der

stickstoffhaltigen Reserve freigesetztem NH," wéhrend der Keimung bzw. bei der fiir das
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friihe Wachstum des Keimlings bendtigten Gln-Synthese beteiligt (Walker & Coruzzi,
1989; Hirel et al. 1987). Wiahrend die cytosolischen GSs in photosynthetisch aktiven
griimen Geweben nur in unbedeutend geringen Mengen vorkommen, ist die
chloropléstidare GS hier die vorherrschende Isoform, die fiir die Assimilation des bei der
Nitratreduktion und der photorespiratorischen Glycin-Decarboxylierung freigesetzten
NH," verantwortlich ist (Edwards & Coruzzi, 1989). Eine verstirkte Expression von
cytosolischen GSs in photosynthetischen Geweben wurde allerdings unter einigen
physiologischen Bedingungen beobachtet, wie bei natiirlicher Seneszenz (Kamachi et al.,
1992; Buchanan-Wollastron & Ainsworth, 1997), als Antwort auf einen pathogenen
Angriff und Herbizidbehandlung (Pérez-Garcia et al. 1995; 1998) oder auf Wasserstress
(Bauer ef al., 1997). In all dieser Fillen wurde eine Funktion von cytosolischen GSs zur

Generierung von Glutamin fiir den Stickstofftransport zu den sink-Geweben vermutet.

In Pisum sativum L. kodieren vier unterschiedliche aber homologe Kern-lokalisierte Gene
fiir Glutaminsynthetasen. Die cytosolischen Isoformen werden von drei, die plastiddre GS
(GS2) wird von einem dieser Gene kodiert (Tingey et al. 1987, 1988). Das GS2-Gen
kodiert fiir ein 47,345 kDa groBles GS2-Vorlduferprotein (bzw. 42 kDa ohne
Transitpeptid) und wird Licht-abhidnging in den Bléittern exprimiert.

Die drei fiir die cytosolischen GSs kodierenden Gene werden in zwei Klassen unterteilt.
Die fast identischen oder ,,Zwilling*“-GS-Gene (GS34 und GS3B) einerseits und das GSI-
Gen andererseits, das sowohl in den kodierenden als auch den nicht-kodierenden
Regionen sich von den GS34/GS3B-Genen unterscheidet (Walker & Coruzzi, 1989;
Walker et al. 1995). GS34 und GS3B sind in ihren kodierenden Regionen zu 99%
identisch und weisen nur einfache Nukleotidsubstitutionen auf, die in 3
Aminosdureunterschieden resultieren. Thre nicht-kodierenden Regionen zeigen
interessanterweise auch eine hochgradige (96%) Homologie (Walker ef al. 1995). In
Hinblick auf die Gewebespezifitit und die Kinetik der mRNA-Akkumulation zeigen diese
,,Zwilling“~-GS-Gene eine koordinierte Expression (Walker & Coruzzi, 1989). Durch eine
gen-spezifische S1-Nuclease-Analyse konnte jedoch gezeigt werden, dass das ,,steady
state“-Niveau von GS34-mRNA in allen untersuchten Geweben stets 5 bis 10-fach hoher
liegt als das von GS3B-mRNA (Walker & Coruzzi, 1989). GSI-Gen weist im kodierenden
Bereich eine 80%-ige Homologie zu GS34/B auf (Tingey ef al. 1988).
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Die cytosolische Glutaminsynthetasen GS1 und GS3A/B scheinen unterschiedliche
Funktionen auszuiiben. In Wurzeln ist GS1 die vorherrschende Isoform, obwohl sie auch
in den Wurzelkndllchen exprimiert wird (Tingey ef al, 1987). In Bléttern wurden in
geringeren Mengen auch GS34/B- und GSI-Transkripte detektiert (Tingey et al, 1987).
Es wurde gezeigt, dass die GS34/B-mRNA in Knoéllchen und Kotyledonen von
keimenden Samen akkumuliert, zwei ,,Entwicklungskontexten®, wo grofle Mengen
Stickstoff assimiliert und zu den sich entwickelnden Wurzeln und Sprossen transportiert
werden miissen (Tingey et al, 1987; Edwards & Coruzzi, 1989; Brears et al., 1991). Es
wurde daher postuliert, dass die ,,Zwilling*“-GS-Gene moglicherweise eine cytosolische
GS-Isoform kodieren, die der Synthese von Glutamin fiir interzelluldren Transport dient.
Im Gegensatz dazu akkumuliert die GS/-mRNA zwar auch in sich entwickelnden
Wurzelknoéllchen, nicht aber in den Kotyledonen von keimenden Samen. Aus diesem
Grunde wurde angenommen, dass die Aufgabe der durch GS/ kodierten GS-Isoform eher
in der Glutamin-Synthese fiir den intrazellularen Gebrauch bestehen miisste, als fiir den
interzellularen Stickstofftransport (Edwards & Coruzzi, 1989). Untersuchungen an den
GS3A-Promotor ergaben eine gewebespezifische Expression von GS3A in den
Phloemelementen (Edwards et al., 1990; Brears et al., 1991). Dies bekriftigt die fiir
GS3A postulierte Funktion bei der Gln-Synthese fiir den interzellularen
Stickstofftransport (Edwards et al. 1990; Brears et al. 1991).

1.4. Aufgabenstellung

Im Zusammenhang mit der Charakterisierung von ABP,,, einem loslichen
auxinbindenden Protein der Erbse, (Reinard & Jacobsen, 1995) wurden Méuse mit einer
iber eine Auxin-Affinitits-Chromatographie aufgereinigten Proteinfraktion immunisiert
(Reinard, 1992). Die Immunisierungen fiihrten unter anderem zu einem Hybridoma-Klon
,»TIM-11B2", der einen Antikorper des IgM-Typs produziert. In einer Immunfarbung
nach SDS-PAGE erkennt dieser Antikorper ein Protein um 40 kDa (,,p40"), das jedoch

keine Eigenschaft als auxinbindendes Protein besitzt (Reinard, 1992).

Erste immunbiochemische Untersuchungen des Proteins wiesen auf eine mogliche

extrazelluldre Lokalisation und potentielle Korrelation mit dem Streckungswachstum hin
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(Sprunck et al., 1993; Reinard et al., 1994; Sprunck, 1996). In weiteren Untersuchungen
konnte das Antigen von TIM-11B2 iiber ein immunomagnetisches Separationssystem
(,, MACS*) fraktioniert und nachfolgend {iber eine priaparative SDS-PAGE aufgereinigt
werden (Sprunck, 1996). Die anschlieBende Aminosduresequenzierung resultierte in fiinf
Mikrosequenzen, wobei fiir vier dieser Sequenzen in Datenbanken hohe Homologien zu
cytosolischen Fructose-1,6-Bisphosphat Aldolasen (E.C. 4.1.2.13) ermittelt wurden
(Sprunck, 1996). Ein aus Erbsenkeimlingen iiber eine Sdulenchromatographie
aufgereinigtes, von TIM-11B2 erkanntes Protein, zeigte ebenfalls eine Aldolase-Aktivitét
(Ebeling, 1996; Sprunck, 1996). Immunfiarbungen nach zweidimensionalen
Gelelektrophoresen (IEF und SDS-PAGE) zeigten, dass der Antikoérper TIM-11B2
mindestens drei Polypeptide um 40 kDa mit einem pl von 6,0 - 6,4 (+ 0,1) detektiert.
Zwei dieser Polypeptide konnten in weiteren 2D-Immunfarbungen mit einem Antiserum
gegen cytosolische Aldolasen als Isoformen der cytosolischen Aldolase identifiziert
werden. Das dritte Polypeptid (pI 6,0 = 0,1) wurde nicht von den anti-cytosolische-
Aldolase-Antikorpern erkannt.

Die Aufgabenstellung dieser vorliegenden Arbeit bestand darin, eine
Aufreinigungsmethode zu entwickeln, die die Trennung der TIM-11B2-Antigene sowie
deren Mikrosequenzierungen ermdglichen sollte. Mit Hilfe einer priparativen, nativen
PAGE und anschlieBender Elektroelution sollten die Proteine isoliert und durch eine
Aminosduresequenzierung charakterisiert werden. Nach Analysen der erhaltenen
Mikrosequenzen (Datenbankrecherche, Homologievergleich) sollten daraus
degenerierende Oligonukleotide abgeleitet werden, die bei einer PCR-gestiitzten
Durchmusterung nach dem entsprechenden Gen in einer cDNA-Bank aus Pisum sativum
L. als Primer eingesetzt werden sollten. Das dabei erhaltene PCR-Produkt sollte kloniert,

sequenziert und anschlieBend die vollstdndige Sequenz des Gen ermittelt werden.
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2. Material und Methoden

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. MATERIAL

2.1.1 Pflanzenmaterial

Die Untersuchungen wurden an Erbse (Pisum sativum L.) der Sorte Solara (Cebeco
Saaten, Celle) durchgefiihrt. Bei der Anzucht von Keimlingen fiir die RNA-Préparation
wurden die Samen vorher durch Inkubation fiir I min in 70% Ethanol und fiir 10 min in
6 % Hypochlorit-Losung oberfldchensterilisiert. Nach mehrmaligem Waschen mit
sterilem Wasser wurden sie iiber Nacht vorgequollen. Die Anzucht erfolgte 12 Tage bei
Dunkelheit bei 20 - 26 °C in einem Gefdl3 auf feuchtem autoklavierten Vermiculite
(Deutsche Vermiculite GmbH, Sprockhével). Fiir Proteinextraktion wurden reife Samen
ohne Sterilisation iiber Nacht in Leitungswasser vorgequollen und die Keimlinge auf
feuchtem Vermiculite bei Dunkelheit fiir 5 bis 12 Tage angezogen. Die zu
untersuchenden Pflanzenteile wurden geerntet, sofort in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.1.2. Bakterienstimme

Stamm Genotyp
E. coli XL 1- . supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thirelAl lac

Blue (Stratagene) F'[proAB" lacl® lacZAM15 Tn10(tet")]

E. coli BLR . F ompT hsdSB(ry my) gal dem A(srl-recA)306::Tnl0 (DE3)
(DE3) (Novagen)
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2.1.3. Vektoren

Bezeichnung

pGemT

PET32(at)

pET21(at)

pcALD2c5

pcALD1K14

PGS3ADb3

pGS1d12

pET32cALD1

pPET32cALD2

pPET32GS3A

pET32GS1

pET21cALD1

2. Material und Methoden

Beschreibung/Herkunft

Promega

Novagen

Novagen

pGemT enthélt in MCS PCR amplifizierte kodierende Region
der cALD2-cDNA/ Diese Arbeit

pGemT enthélt in MCS PCR amplifizierte kodierende Region
der cALD1-cDNA/ Diese Arbeit

pGemT enthédlt in MCS PCR amplifizierte GS3A-cDNA
(Nukleotide 48 - 1132) / Diese Arbeit

pGemT enthdlt in MCS PCR amplifizierte GS1-
cDNA(Nukleotide 16 -1268) / Diese Arbeit

pET32a(+) enthélt in den EcoRI/Xhol-Schnittstellen die
kodierende Region der cCALD1-cDNA / Diese Arbeit

pET32a(+) enthélt in den EcoRI/Xhol-Schnittstellen die
kodierende Region der cALD2-cDNA / Diese Arbeit

pET32a(+) enthdlt in den EcoRI/Sall-Schnittstellen die
kodierende Region der GS3A-cDNA / Diese Arbeit

pET32a(+) enthdlt in den EcoRI/Sall-Schnittstellen die
kodierende Region der GS1-cDNA / Diese Arbeit

pET2la(+) enthélt in den EcoRI/Xhol-Schnittstellen die
kodierende Region der cCALD1-cDNA / Diese Arbeit
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pPET21cALD?2

PET21GS3A

pET21GS1

2. Material und Methoden

pET2la(+) enthélt in den EcoRI/Xhol-Schnittstellen die
kodierende Region der cCALD2-cDNA / Diese Arbeit

pET2la(+) enthélt in den EcoRI/Sall-Schnittstellen die
kodierende Region der GS3A-cDNA / Diese Arbeit

pET2la(+) enthdlt in den EcoRI/Sall-Schnittstellen die
kodierende Region der GS1-cDNA / Diese Arbeit

2.1.4. Oligonucleotide

Bezeichnung

cALD2for

CALD2Rev

cALD1for

cALDI1Rev

GS3Aforl

GS3ARevl

Sequenz : / Beschreibung

5-GAATTCATGTCGCACTTCAAGAGC- 3" / sense-Primer
enthaltend kodierende Region der cALD2-cDNA vom Startcodon
bis Position bp 20 mit EcoRI-Schnittstelle

5-CTCGAGAGAAGAAACCAGCATTGAT-3" [/ antisense-
Primer, komplementdr zu Nukleotiden 2 - 19 hinter dem
Stopcodon (Pos. bp 1146 auf der cALD2-cDNA) mit Xhol-

Schnittstelle

5-GAATTCATGTCTGCCTTTGTTGGAA-3" /| sense-Primer
enthaltend kodierende Region der cALD1-cDNA vom Startcodon
bis Position bp 19 mit EcoRI-Schnittstelle

5-CTCGAGAAGCTCTCCATTTAGAA-3' / antisense-Primer,
komplementar zu 19 bp hinter dem Stopcodon (Pos. bp 1136 auf
der cALD1-cDNA) mit Xhol-Schnittstelle

5-AACCGCGTTCTTCTTTTTCC-3' / sense-Primer enthaltend
Nukleotide 48 - 67 der GSSA-cDNA

5-TGGTGGTTGGAACTTCATGG-3' /  antisense-Primer
komplementar zu Nukleotiden 1113 - 1132 der GS3A-cDNA
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2. Material und Methoden

GS3Afor2 : 5-GAGCTCGAATTCATGTCTTCACTTTCAGAT-3' / sense-
Primer enthaltend Nukleotide 90 - 107 der GS3A-cDNA mit
EcoRI-Schnittstelle

GS3ARev2 : 5-CTCGAGGTCGACTGGTTGGAACTTCAT-3' / antisense-
Primer komplementér zu Nukleotiden 1128 - 1115 der GS3A-
cDNA Sall-Schnittstelle

GS1forl : 5-GATTCATCATCCAACGATCC-3'/ sense-Primer enthaltend
Nukleotide 16 - 25 der GS1-cDNA

GS1Revl : 5'-AAGAACACAAAGCCATGTCC-3' / antisense-Primer
komplementér zu Nukleotiden 1268 - 1249 GS1- cDNA

GS1for2 : 5'-GAGCTCGAATTCATGTCTCTTTCAGATC-3' / sense-
Primer enthaltend Nukleotide 33 - 48 der GS1-cDNA mit EcoRI-
Schnittstelle

GS1Rev2 : 5-CTCGAGGTCGACCAAGTGGTAGCTTATG-3'/ antisense-

Primer komplementér zu Nukleotiden 1161 - 1145 der GS1-
cDNA mit Sall-Schnittstelle

2.1.5. Verwendete Molekulargewichtsmarker

DNA-Marker :
(Fa. MBI/Fermentas)

M21 (pBR322/ ; 2617 bp/ 1857 bp/ 1246 bp/ 1058 bp/ 929 bp/ 498
Alw441, Mval) bp/ 383 bp/ 121 bp
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Proteinsmarker :

MS-SDS-70

(Sigma) kDa/ 14,2 kDa

,,Prestained Marker®
(Stratagene) kDa

2.1.6. Antikorper

Beschreibung

TIM-11 B2

aplALD (anti-plastiddre Aldolase, polyklonaler
Antikorper)

acytALD (anti-cytosolische Aldolase, polyklonaler
Antikdrper)

GaMp-AP (Ziegen-anti-Maus-p-Kette, konjugiert
mit alkalischer Phosphatase)

RAM-AP (Kaninchen-anti-Maus konjugiert mit
alkalischer Phosphatase)

GARAP (Ziegen-anti-Kaninchen konjugiert mit
alkalischer Phosphatase)

anti-His-,,Tag* (monoklonaler Mausantikorper
gegen His-,,Tag")

Antiseren ,,575/737" (anti-cALD?2, polyklonale
Antikoper)
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66 kDa/ 45 kDa/ 36 kDa/ 29 kDa/ 24 kDa/ 20,1

120 kDa/ 80 kDa/ 46 kDa/ 35 kDa/ 27 kDa/ 19

Herkunft

Reinard, T. (1992)

Prof. Dr. Schnarrenberger
(FU Berlin)

Prof. Dr. Schnarrenberger

(FU Berlin)

Sigma

Sigma

Sigma

Pharmacia Biotech

Diese Arbeit



2. Material und Methoden

Antiseren ,,514/518" (anti-GS3A, polyklonale Diese Arbeit
Antikorper)
anti-DIG-Fab-AP (anti-Digoxygenin-Fab- Roche

Fragment, konjugiert mit alkalischer Phosphatse)

2.1.7. Verwendete Kits

Bezeichnung : Hersteller :
Nucleobond® Nucleic Acid Clontech / Heidelberg
Purification Kit

Nucleotrap® Extraktion Kit Macherrey-Nagel/Diiren
Plant RNeasy Mini Kit Qiagen/Hilden
SMART™PCR ¢DNA Library Clontech / Heidelberg

Construction Kit

QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit Qiagen / Hilden

Invisorb PCR Purification Kit Invitek / Berlin

2.1.8. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen in der Regel dem Reinheitsgrad p.a. und
wurden, falls nichts anders vermerkt von folgenden Firmen bezogen : Applichem
(Darmstadt), Boehringer -Roche (Mannheim), Calbiochem (Frankfurt), Duchefa
(Haarlem, NL), Fluka (Neu-Ulm), Gibco/BRL (Effenstein), Merck (Darmstadt),
Pharmacia (Freiburg), Riedel de Haén (Sarstedt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg),
Sigma (Deisenhofen), Stratagene (Heidelberg).
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2. Material und Methoden

2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.1. Proteinextraktion

2.2.1.1. Proteinextraktion aus Erbsenkeimlingen

Extraktionspuffer :

50 mM (spéter Tris/HCI pH 7,4

auch 20 mM)

10 uM Leupeptin

3 mg/ml DTT

10 pM PMSF

4mM DIECA

3% PVP (Polyklar AT)

10 g Pflanzengewebe (jiingste Internodien einschlieBlich Apices von 7 d alten
Erbsenkeimlingen) wurden in 2 x Volumen Extraktionspuffer in einem Homogenisator
(HOA4, Biihler, Tiibingen) zerkleinert (3 x 20 sec, dazwischen je 1 min abkiihlen lassen).
Das Homogenat wurde durch 2 Lagen Nylon-Monofilament (100 und 60 pm, Nytal,
Schweizer Seidengazefabrik AG, Thal, CH) gefiltert und anschlieBend zentrifugiert (30
min, 40 000xg, 4°C). Der Uberstand wurde durch ein Filterpapier (595 1/2, Schleicher &
Schiill) filtriert. Bei den spéteren Extraktionen wurde das Pflanzenmaterial statt mit Hilfe
des Biihler-Homogenisators durch Morsern unter fliissigem Stickstoff homogenisiert. Das
pulverisierte Gewebe wurde in ein SS34-Rohrchen tiberfiihrt, 20 ml Extraktionspuffer
dazugegeben, gemischt und anschlieBend 30" bei 18300 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde iiber ein Filterpapier filtriert. Die Konzentration des so erhaltenen
Gesamtproteinextraktes wurde nach Bradford (2.2.3.) bestimmt. Fiir die native
Gelelektrophorese wurde die Gesamtproteinldosung (9:1) mit dem nativen

Proteinprobenpuffer (2.2.5.2) versetzt.
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2. Material und Methoden

2.2.1.2. Proteinextraktion aus Bakterien

Waschpuffer : 10 mM Tris/HCI pH 7,5
40 mM  NaCl
Aufschlusspuffer : 20mM Tris/HCl pH 7,5

I mg/ml Lysozym
1 % (v/v) Triton X100
20 pg/ml  DNAse
10mM MgCl,
2mM PMSF

4 ng/ml  Leupeptid

50 ml LB-Medien (2.3.1.1.) mit 50 pg/ml Carbenicillin wurden mit 2 ml
Ubernachtkulturen der mit den entsprechenden pET32(a+)-Expressionsplasmiden
transformierten E. coli-Bakterien des Stammes BLR (DE3) angeimpft und bei 37°C und
180 rpm im Inkubator geschiittelt. Bei OD,,, = 0,6 wurde die Proteinexpression durch
Zugabe von final 1 mM IPTG induziert. Nach weiterer Inkubation unter Schiitteln bei
30°C fiir 3 h bis tiber Nacht wurden die Zellen nach 2 h Stehenlassen bei 4°C durch eine
5 min Zentrifugation bei 5000 x g und 4°C geerntet.

Die sedimentierten Bakterienzellen wurden in 2 ml eiskaltem Waschpuffer resuspendiert
und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml Aufschlusspuffer aufgenommen und 30
min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend durch Ultraschall-Behandlung (6
x 1 min bei 36 % ,,duty* und mit einem Intervall von je 1 min) auf Eis aufgeschlossen.
Das Homogenat wurde dann fiir 20 min bei 40000 x g (18300 rpm, SS34) zentrifugiert.

Im Uberstand befanden sich die 16slichen Proteine.

Fir die Aufreinigung mittels His-Bind-Sdule wurde der Aufschlusspuffer in

1 x Bindungspuffer (s. 2.2.2.1) statt in 20 mM Tris/HCI pH 7,5 angesetzt.
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2. Material und Methoden

Zur gelanalytischen Uberpriifung der Expression (2.2.5.1) wurden jeweils 100 ul Aliquots

aus den Bakterienkulturen entnommen, bei maximaler Geschwindigkeit kurz in der
Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Sediment wurde in
100 pl  Waschpuffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Das gewonnene
Bakteriensediment wurde in 100 pl SDS-Probenpuffer (2.2.5.1) aufgenommen,

resuspendiert und 10 min bei 75°C denaturiert.

2.2.2. Aufreinigung von rekombinanten Proteinen

2.2.2.1. Affinititschromatographie mittels HiseBind-Siaule

Bei rekombinanten Proteinen, die als Fusionproteine mit einem His-Tag exprimiert
werden, besteht die Moglichkeit, die Proteine iiber an einer Sdulenmatrix immobiliserte
Ni**-Ionen aufzureinigen. Als Sdulenmaterial wurde das ,,His*Bind metal chelation resin®

von Novagen verwendet. Die dafiir benotigten Losungen waren :

8x Bindungspuffer : 4x Elutionspuffer : 8x Ladungspuffer :
40 mM Imidazol 4M Imidazol 400 mM NiSO,
4M NaCl 2M NaCl

160 mM Tris/HCL, pH 7,9 80 mM Tris/HCIL, pH 7,9

auf pH 7,9 einstellen auf pH 7,9  einstellen

8x Waschpuffer : 4x ., Strip“-Puffer :

480 mM Imidazol 400 mM EDTA

4M NaCl 2M NaCl

160 mM Tris/HCL, pH 7,9 80 mM Tris/HCI, pH 7,9

aufpH 7,9 einstellen aufpH 7,9 einstellen

Die Durchfithrung der Chromatographie erfolgte nach Herstellerangaben.
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2.2.2.2. Spaltung mit Enterokinase

Durch Vorhandensein einer Enterokinasespaltungstelle in dem Fusionprotein ist es
moglich, die aus dem pET-Expressionsvektor stammenden ,,Tags* zu schneiden. Fiir die
Enterokinasespaltung wurde ein Enterokinase-Kit der Fa. Novagen, enthaltend 50 U
rekombinante Enterokinase und die fiir die Spaltungsreaktion benétigten Pufferlosungen,
verwendet. Die gewidhlten Reaktionbedingungen entsprachen der Angabe des Herstellers.
Die Spaltungsreaktion wurde mittels SDS-PAGE (2.2.5.1) und Immunfarbung (2.2.9.2)

analysiert.

2.2.2.3. Aufreinigung mittels priparativer SDS-PAGE

Diese Aufreinigung der rekombinanten Proteine besteht in einer préparativen SDS-PAGE,
Ausschneiden der Proteinbande und anschlieBender Elution der Proteine aus dem Gel.
Dazu wurden die nach der Lyse (2.2.1.2) im Sediment enthaltenen ,,inclusion bodies® in
5 ml 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen und durch eine Ultraschallbehandlung (bis zu
3 x 1 min bei 36 % ,,duty* und mit einem Intervall von je 1 min) resuspendiert. Darauthin
wurde die Suspension fiir 5 min bei 95°C im Wasserbad denaturiert, wobei die ,,inclusion
bodies* geldst wurden.

Lag das rekombinante Protein wie im Falle von rek.cALD2 in 16slicher Form exprimiert
vor, so wurde der Uberstand nach der Lyse (2.2.1.2) abgenommen, 1:1 mit 2x SDS-
Probenpuffer versetzt, denaturiert und so fiir die préparative SDS-PAGE (2.2.5.1.c)
aufbereitet. Vor der Elektrophorese wurde die Konzentration der Proteinproben mittels
Esen-Test (2.2.3) bzw. SDS-PAGE in einem Minigel (2.2.5.1.b) mit BSA-Verdiinnungen
als Standards ermittelt.

Bei der priparativen SDS-PAGE wurden Gele mit breiten Auftragtaschen verwendet, so
dass pro Gel bis zu ca. 500 ug Proteinproben aufgetragen werden konnten. Nach der
Elektrophorese wurden am linken und rechten Rand sowie in der Mitte des Gels jeweils
ca. 0,5 -1 cm breite Streifen abgeschnitten, die sofort mit 0,3 M CuCl, gefarbt wurden
(2.2.6.3). Mit Hilfe dieser mit CuCl; gefdrbten Gelstreifen als Orientierung wurde die
dem induzierten rekombinanten Protein zuzuordnende Bande aus dem Gel ausgeschnitten

und fiir die Elektoelution (2.2.7) vorbereitet.
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2.2.3. Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach Bradford (1976) anhand einer
Eichkurve, die mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt wurde. Ein Abschétzen der
Gesamtproteinmenge in Proben fiir die SDS-Gelelektrophorese erfolgte nach Esen (1978),

gegebenenfalls mit Hilfe von BSA-Proteinsstandards bekannter Konzentration.

2.2.4. Fillungsmethoden

2.2.4.1. Methanol-Aceton-Féllung

Durch Elektroelution gewonnene Proteine fiir die Mikrosequenzierung wurden in Corex-
Rohrchen durch Zusatz eines vierfachen Uberschusses an kaltem (-20 °C)
Methanol/Aceton (2:7 (v/v)) und anschlieBender Inkubation iiber Nacht bei -20°C gefillt.
Die Probe wurde zentrifugiert (30 min, 40.000 x g ) und das sedimentierte Protein in

SDS-Probenpuffer aufgenommen.

2.2.4.2. TCA-Fillung

Proben mit geringem Proteingehalt wurden mit 0,1 Vol. einer 0,15 %-igen
Natriumdesoxycholat-Losung versetzt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend
wurden die Proteine durch Zugabe von 0,1 Vol. einer 100%-igen TCA-Ldsung
ausgefillt. Nach 10-minutiger Inkubation wurde der Proteinniederschlag fiir 15 min bei
40.000 x g und 4°C zentrifugiert und zweimal mit einer bei -20°C vorgekiihlten 80%-
igen Acetonlosung gewaschen. Um das Aceton zu entfernen, wurden die Proben bei RT
getrocknet. Die Proteinpellets wurden dann je nach GroBie in 20 - 200 pul SDS-
Probenpuffer aufgenommen und vor der Gelelektrophorese 5 min bei 95 °C im
Wasserbad/Heizblock oder in Eppendorfgefa3en mit durchlocherten Deckeln 1 min in der

Mikrowelle denaturiert.
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2.2.5. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

2.2.5.1. SDS-PAGE (modifiziert nach Laemmli, 1970)

a. Probenvorbereitung

SDS-Probenpuffer : 62,5mM Tris/HCI, pH 6,8

50mM DTT
10 % (v/v) Glycerin
2 % (w/v) SDS
0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Konzentrierte Proteinlosungen wurden auf gewlinschte Konzentration mit 2x SDS-
Probenpuffer verdiinnt und gefillte Proteinproben in entsprechender Menge 1x SDS-
Probenpuffer aufgenommen und anschlieBend fiir 5 min bei 95°C oder 1 min bei 600

Watt in der Mikrowelle aufgekocht.

b. SDS-PAGE Mini-Gelsystem

SDS-Elektophorese- 25 mM  Tris
Laufpuffer 192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

Die Elektrophoresen mit Minigelen wurden in vertikalen Elektrophoreseapparaturen der
Fa. Biometra durchgefiihrt. Je nach Art der aufzutrennenden Proteinproben wurden Gele
mit Polyacrylamidamid-Konzentrationen zwischen 10 - 15 % verwendet. Tabelle 1a gibt
die Zusammensetzung der Losungen fiir 10 % und 15 % SDS-Trenngele und des
Sammelgels im Minigelsystem wieder. Die Elektrophorese erfolgte zuerst bei einer
Stromstédrke von ca. 12 mA/Gel, die nach dem vollstandigen Eintreten der Proben ins
Sammelgel auf 15 mA/Gel erh6ht wurde. Die Spannung betrug etwa 100 V. Der Gellauf
erfolgte bei RT und dauerte ca. 2 Std.
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Trenngel (5 ml) Sammelgel (2
ml)

Losungen 15 % 10 % 5%
30 % (w/v) Acrylamid/0,8% 2,5ml 1,7 ml 0,33 ml
N,N*-Methylen-bisacrylamid
1,5 M Tris/HCI (pH 8.8) 1,3 ml 1,3 ml -
0,5 M Tis/HCI (pH 6,8) - - 0,5 ml
10 % (w/v) SDS 50 pul 50 pl 20 ul
H,O 1,2 ml 2,0 ml 1,15 ml
10 % (w/v) 50 ul 50 pul 20 pl
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
N,N,N‘,N*-Tetra-Methylendiamin 2 ul 2 ul 2ul

(TEMED)

Tab 1a : Zusammensetzung der Gellosungen fiir eine SDS-PAGE im Minigelsystem

c. Praparative SDS-PAGE

Die prédparative SDS-PAGE wurde zur Auftrennung der Proteinproben fiir die
Mikrosequenzierung (2.2.8) sowie zur Aufreinigung von rekombinanten Proteinen aus
einem Gesamtproteinextrakt von induzierten Bakterien bzw. aus den ,,inclusion bodies*
(2.2.2.3) eingesetzt. Durchgefiihrt wurde die Elektrophorese in einer Protean-
Gelelektrophoreseanlage von Fa. Biorad. Ein 10 %-iges SDS-Polyacrylamidgel der Grof3e
(20x16) cm® und Dicke 1,5 mm wurde verwendet. Tabelle 1b gibt die Zusammensetzung
der Losungen fiir 7 % und 10 % SDS-Trenngele und des Sammelgels im Proteansystem
wieder. Die Elektrophorese erfolgte unter folgenden Bedingungen :

Sammelgel = 25 mA/Gel und Trenngel = 35 mA/Gel.
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Trenngel (50 ml) Sammelgel (12 ml)
Losungen 7 % 10 % 5%
30 % (w/v) Acrylamid/0,8% 11,7 ml 16,6 ml 2 ml
N,N‘-Methylen-bisacrylamid
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8) 12,5 ml 12,5 ml -
0,5 M Tis/HCI (pH 6,8) - - 3 ml
10 % (w/v) SDS 0,5 ml 0,5 ml 0,12 ml
H,O 24,8 ml 20 ml 6,75 ml
10 % (w/v) Ammonium- 0,5 ml 0,5 ml 0,12 ml
peroxodisulfat (APS)
N,N,N‘,N*-Tetra- 35l 20 ul 12 pul

Methylendiamin (TEMED)

Tab 1a : Zusammensetzung der Gellosungen fiir eine SDS-PAGE im Proteansystem

2.2.5.2. Native PAGE

Nativer Probenpuffer : 50 mM Tris/HCI, pH 6,8

40 % (w/v) Saccharose
0,005 % (w/v) Bromphenolblau

Die Zusammensetzungen der Polyacrylamidgele und des Laufpuffers fiir die native PAGE

entsprachen den unter 2.2.5.1. aufgefiihrten, jedoch ohne Zusatz von SDS. Die nativ

aufbereiteten Proteinproben wurden vor dem Probenauftrag 9 : 1 mit dem nativen

Probenpuffer versetzt. Im Minigelsystem erfolgte die Elektrophorese bei 12 mA/Gel.

Die prédparative native PAGE wurde zur Aufreinigung des als ,,obere Bande*

bezeichneten TIM-11B2-Antigens (s.3.1) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde wie bei
der praparativen SDS-PAGE ebenfalls in einem Protean-Elektrophoresesystem von

Biorad durchgefiihrt. Das verwendete Polyacrylamidgel war aus 7 % Trenn- und 5 %

26



2. Material und Methoden

Sammelgel (Tab. 1b, ohne SDS) zusammengesetzt und hatte eine Dimension von (16 x
20) cm? x 1,5 mm. Fiir den Probenauftrag wurde das native Gel so gegossen, dass eine um
die gesamte Breite des Gels umfassende Auftragtasche entstand, so dass eine mdglichst
gro3e Menge an Protein pro Elektrophorese aufgetrennt werden konnte. Es konnten so bis
zu 1 mg Protein/Gel aufgetragen werden. Die Elektrophorese lief liber Nacht im

Kiihlraum (bei 4 - 8 °C) und bei 10-12 mA/Gel.

2.2.6. Firbemethoden fiir PAGE

2.2.6.1. Coomassie-Fiarbung
Férbelosung : 10 % (v/v) Essigsdure

25 % (v/v) Isopropanol
0,1 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blue R 250

Entfarberlosung 10 % (v/v) Essigsalire

Zum Anfarben der aufgetrennten Proteine mit Coomassie-Brilliant-Blue wurden die Gele
direkt nach der Elektrophorese fiir 30 min in der Farbeldsung unter Schiitteln inkubiert.
Die anschlieBende Entfarbung erfolgte unter mehrmaligem Wechseln der Entfarbelosung.

2.2.6.2. Silberfirbung

Benostigte Losungen :

Fixier-Losung : 50 % Methanol
Reduzierlosung (konz.) : 25 mg/ml DTT
Silberfarbungsreagenz : 0,1 % AgNO,
Entwicklerlosung : 3% Na,CO,,

vor Verwendung 25 ul Formaldehyd (37 %)
in 50 ml Losung zugeben

Stopp-Reagenz : 2,75 g Zitronensdure in 6,25 ml H,O
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Die Gele wurden nach der SDS-PAGE mindestens fiir 1 Std. in 50 % Methanol fixiert.
Nach Inkubation fiir jeweils 30 min und 2 x 15 min in H,O wurden sie fiir 20 min in
Reduzierlosung geschiittelt. Die Reduzierlosung wurde durch 5000-faches Verdiinnen der
konzentrierten Losung (10 pl 25 mg/ml DTT in 50 ml H,O) hergestellt. Anschlieend
wurden die Gele fiir 20 min in 0,1 % AgNO; inkubiert. Die Silbernitratlosung wurde
abgegossen und nach kurzem Waschen in H,O wurde zuerst mit kleinerem Volumen
Entwicklerlosung (50 ml 3 % Na,CO; + 25 pl Formaldehyd, richtig durchmischt)
entwickelt. Sobald die Lésung braun wurde, wurde die Entwicklerlosung gewechselt.
Wenn die gewiinschte Farbung eintrat, wurde die Reaktion durch Zugabe der

Zitronensaiire-Losung gestoppt.

2.2.6.3. Kupferchloridfirbung
(nach Lee et al., 1997)

Mit dieser Methode konnten in relativ kurzer Zeit Proteinbanden in einem SDS-Gel
sichtbar gemacht werden, ohne angefédrbt und fixiert zu werden (z.B. fiir den unter 2.2.2.3.
angegebenen Zweck). Dazu wurde das Gel direkt nach einer SDS-PAGE fiir 5 min in
einer frisch angesetzter 0,3 M CuCl;-Lésung in H,O inkubiert und anschlieBend in H,O
iiberfiihrt. Uber einer dunklen Unterlage erschienen die Proteinbanden als transparante

Banden vor einem hellblauen Hintergrund.

2.2.7. Elektroelution

Fiir die Elektroelution wurde die Elektroelutionsanlage von Fa. Biorad (Model 422
Electro-Eluter) verwendet. Die Vorbereitung der Membran-Caps und der Zusammenbau
des Eluters erfolgte nach Herstellerangaben. Als Elutionspuffer wurde 25 mM
Tris/192 mM Glycin/ 0,1 % SDS verwendet. Wurde aus mit Coomassie gefdrbten
Gelstiicken eluiert, so wurden diese vor der Elution mehrmals mit Wasser gewaschen, um
Essigsdurespuren zu entfernen. Dies ist wichtig, da die Elution im Basischen stattfindet.
Die Elutionseffizienz wurde erhoht, wenn die Gelstiicke mittels Skalpell fein zerkleinert

wurden. Die Elution erfolgte 4 h bei 10 mA/Glasréhrchen. Bei der Elution der ,.oberen*
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Bande aus dem nativen Gel wurden die Eluate gegen 5 mM Tris/HCI pH 7,4 {iber Nacht

bei 4 °C dialysiert und anschlieBend mit 4 x Vol eines (2:8)-Methanol/Aceton-Gemisches
versetzt, um die Proteine zu prézipitieren. Aufgrund der Bildung eines unldslichen
Prizipitats nach Féllung mit dem Methanol/Aceton-Gemisch wurde spiter 50 mM
NH,HCO,/0,1 % SDS statt des oben genannten Puffers als Elutionspuffer verwendet. In
diesem Fall wurden die Eluate gegen 5 mM NH,HCO, dialysiert.

Bei der Elution nach einer préparativen SDS-PAGE zur Aufreinigung von rekombinanten

Proteinen fiir die Immunisierung wurde mit 25 mM Tris/192 mM Glycin/ 0,1 % SDS
eluiert. Die Elektroeluate wurden ausgiebig gegen 1 x PBS dialysiert. Um das
Auskristalisieren des SDS bei 4°C zu vermeiden, wurde die Dialyse zuerst fiir 2 h bei RT
durchgefiihrt und anschlieBend iiber Nacht und mehrere Stunden bei 4°C. Es wurden
Proben vor und nach der Dialyse entnommen und in einem SDS-Minigel untersucht. Die
dialysierten Eluate wurden zusammengefiihrt und mittels Centricon™-Konzentratoren
aufkonzentriert. Die Proteinldsungen wurden dann jeweils in 4 Portionen von je 500 pl
aufgeteilt, die spéter fiir die jeweilige Immunisierung benétigt wurden. Aliquots aus den
Proteinlosungen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, zum Einen, um die Reinheit der
Pridparation beurteilen zu konnen und zum Anderen, um mit Hilfe von BSA-

Verdiinnungen als Standards deren Konzentrationen schlielich ermitteln zu kénnen.

2.2.8. Proteinaufreinigung fiir die Aminosiuresequenzierung

2.2.8.1. Isolierung des 40 kD-Proteins aus der “oberen” Bande

Der Proteinrohextrakt aus Erbsenkeimlingen wurden wie unter 2.2.1.1. angegeben
hergestellt. Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (2.2.3) bestimmt. Die nativ
aufgereinigten Proteinproben wurden fiir die préparative native PAGE 9:1 mit nativem
Probenpuffer (2.2.5.2) versetzt. Die Elektrophorese erfolgte nach 2.2.5.2. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurde am Gel ldngs ein Stiick abgeschnitten, das
anschliefend geblottet wurde (2.2.9.1.a). Die nach einer Ponceaufarbung sichtbaren
Hauptproteinbanden wurden auf der Membran markiert und anschlieBend einer

Immunfarbung mit TIM-11B2 (2.2.9.2 ) unterzogen. Das restliche Gel wurde mit
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Coomassie gefarbt. Mit Hilfe des Immunoblots konnte die ,,oberen Bande* auf dem
Coomassie gefarbten Gel lokalisiert werden. Die Proteine der ,,oberen Bande* wurden
mittels Elektoelution (2.2.7) aus den ausgeschnittenen Banden isoliert. Die mit
Methanol/Aceton-Gemisch gefillten Eluate wurden in jeweils 60 pl 1x SDS-Probenpuffer
aufgenommen und nach 5 minutigen Denaturieren bei 95°C bis zur Benutzung bei -20° C
eingefroren. Um die Ausbeute der Aufreinigung zu ermitteln, wurden jeweils 5 pl
Aliquots mittels SDS-PAGE analysiert. Als Standards wurden Proben von BSA-
Verdiinnungen mit aufgetragen. Wenn ausreichende Mengen an Protein fiir die
Mikrosequenzierung vorhanden waren, wurden die Proben zusammengefiihrt und in einer
praparativen SDS-PAGE (2.2.5.1.c) aufgetrennt. Nach einem elektrophoretischen
Transfer des SDS-Gels mittels ,, Tank-Blotting*“~-Methode (2.2.9.1.b) wurden die auf der

PVDF-Membran transferierten Proteine einer Cys-Derivatisierung (2.2.8.2) unterzogen.

2.2.8.2. Cys-Derivatisierung

Coomassie-Féarbelosung fiir PVDF-Membran :
0,1 % (w/v) Coomassie R250
40 % (v/v) Methanol

1 % (v/v) Essigsdure

Entfarbelosung fiir PVDF-Membran :
45 % (v/v) Methanol

7 % (v/v) Essigsédure

Die Durchfiihrung der Cys-Derivatisierung erfolgte nach Tarr et al. (1983) und Fullmer
(1984). Zum Anfarben der Proteinbanden wurde die Membran anschlieend fiir 30 sec in
eine modifizierte Coomassie-Firbelosung gelegt. Die Entfarbung erfolgte in 45 %
Methanol/ 7 % Essigsdure. Die sichtbaren Proteinbanden wurden ausgeschnitten,

zwischen Filterpapier getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.2.8.3. Aminosiuresequenzierung

Die Aminosduresequenzierung wurde durch Dr. F. Buck vom Institut fiir Zellbiochemie
und Klinische Neurobiologie des Universitdtskrankenhauses Eppendorf der Universitit
Hamburg durchgefiihrt.

Der proteolytische Verdau mit LysC-Endopeptidase, die Aufreinigung der
Peptidfragmente mittels HPLC und ihre anschlieBende Aminosduresequenzierung

erfolgten gemall den Angaben in Reinard et al. (2000).

2.2.9. Immunbiochemische Methoden

2.2.9.1. Protein-Transfer (Western-Blot)

a. ,,Semi-Dry-Blotting* und Ponceau-Firbung

Transferpuffer (nach : 25mM  Tris
Towbin et al. 1978) 192 mM  Glycin

20 % (v/v) Methanol

Ponceau-S- : 0,2 % (w/v) Ponceau S

Férbereagenz 3% (v/v) Trichloressigsdure (TCA)

Fiir Inmunfarbungen wurden die in Polyacrylamidgelen aufgetrennten Proteine mit einem
,»Semi-Dry-Blotting-Verfahren auf Nitrocellulosemembran (0,2 um; Schleicher & Schiill,

Dassel) transferiert. Hierzu wurde eine Trans-Blot-SD-Zelle der Fa. Biorad benutzt.

Sieben Filterpapiere der GroBe (10 x 7) cm* (Whatmann Chromatographie-Papier 3MM),
das Gel (ohne Sammelgel) und die Nitrocellulose(= NC)-Membran wurden in den
Transferpuffer gelegt. In Richtung Kathode wurden auf 3 Lagen getrénkte Filterpapiere
nacheinander die NC-Membran und das Gel aufgeschichtet. AnschlieBend wurden die 4

restlichen Filterpapiere aufgelegt. Dabei musste beriicksichtigt werden, dass dieses
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,,Blotting-Sandwich* luftblasenfrei zusammengestellt wurde. Der Transfer erfolgte bei 25

V und 0,385 A bzw. 5,5 mA/ cm? (FilterpapiergroBe), bei RT und fiir 45 min.

Die nun auf die NC-Membran transferierten Proteine wurden mit Ponceau S reversibel
gefarbt. Dazu wurde die NC-Membran fiir 10 min in dem Ponceau-S-Férbereagenz unter
Schiitteln inkubiert und anschlieend in H,O entfarbt, bis die Proteinbanden die
gewiinschte Intensitét zeigten. Bevor die NC-Membran weiter behandelt wurde (z.B. fiir
die Immunfiarbung, 2.2.8.2), wurden die Proteinbahnen markiert und der

Molekulargewichtsmarker abgetrennt.

b. ,,Tank-Blotting*

Carbonat-Transferpuffer : 10 mM NaHCO,
(modifiziert nach Dunn, 3mM Na,CO,
1986) 20 % (v/v) Methanol

0,025 % SDS

Dieses ,,Tank-Blotting“-Verfahren wurde bei dem Transfer nach der préparativen SDS-
PAGE der Proben fiir Mikrosequenzierung (2.2.8) angewendet. Die Proteine wurden auf
PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore) transferiert.

Dazu wurde die PVDF-Membran zuerst fiir 15 sec. in Methanol aktiviert. Nach 2 min.
Spiilen in H,O wurde sie fiir 15 min in dem Carbonat-Transferpuffer inkubiert. Um Reste
vom Laufpuffer zu entfernen, wurde das SDS-Gel 2 bis 3 mal mit H,0O gewaschen. (Das
im Laufpuffer und in dem unter 2.2.9.1.a. angegebenen Towbin-Transferpuffer enthaltene
Glycin stort die Mikrosequenzierung, weswegen hier ein Transferpuffer anderer
Zusammensetzung verwendet wurde). Das Gel und 12 entsprechend zurechtgeschnittene
Filterpapiere (Whatmann Chromatographie-Papier 3MM) wurden ebenfalls fiir 15 min in
dem Transferpuffer inkubiert. Fiir den Proteintransfer wurde unter Transferpuffer ein
Sandwich bestehend aus : 1) einer Schaumstoffmatte, 2) 6 Lagen Filterpapiere, 3) dem
Gel, 4) der PVDF-Membran, 5) 6 Lagen Filterpapiere und 6) einer Schaumstoffmatte
zusammengelegt und in die PROTEAN-Slab-Cell-Apparatur von Biorad eingespannt. Die
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PVDF-Membran war dabei der Anode, das Gel der Kathode zugewandst. Fiir den Transfer
wurden insgesamt ca. 3,6 Liter Transferpuffer benotigt. Der Transfer selbst erfolgte {iber
Nacht unter Riihren auf dem Magnetriihrer bei einer konstanten Spannung von 5 V. Nach

beendetem Transfer wurde die PVDF-Membran fiir die Cys-Derivatisierung nach 2.2.8.2.

weiter behandelt.

2.2.9.2. Immunfiarbungen

Benostigten Losungen :

PBS 2,7mM KCl
1,5mM KH,PO,
8 mM Na,H,PO,
137mM NacCl
PBST PBS mit 0,05 % Tween 20

Blockierungs- 1 % (w/v) BSA
Losung 1 % (v/v) Lammserum (Gibco)
0,05 % NaN,
in PBS
Verdiinnungs- 0,05 % (w/v) BSA

Losung 5% (v/v) Lammserum (Gibco)
0,05 % (w/v) NaN,
in PBST
Blotto 5% (w/v) Magermilchpulver in PBST
0,05 % NaN,
in PBST
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Substratpuffer : 100 mM  Tris/HCI, pH 9,5
0,5mM MgCl,

Substratstammldsungen :

NBT : 30 mg/ml in 70 % (v/v) DMF
BCIP : 15 mg/ml in DMF

Die mit Ponceau S gefarbte NC-Membran wurde fiir 2 x 5 min in PBS oder PBST entférbt
und anschlieBend zum Absittigen der freien Bindungsstellen fiir mindestens 30 min in der
Blockierungslosung oder in Blotto inkubiert. Fiir die Detektion mit TIM-11B2 wurde die
NC-Membran in Blotto blockiert und nach Waschen fiir 3 x 5 min mit PBS fiir 2 Std. bis
iiber Nacht bei RT mit dem ersten Antikorper (1:200-Verdiinnung des Hybridoma-
Kulturiiberstandes von TIM-11B2 in Verdiinnungs-Losung) inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen von je 5 min mit PBS wurde die NC-Membran fiir weitere 2 Std. in der Losung
des zweiten Antikorpers (1 : 1000-Verdiinnung des Ziegen-anti-Maus-u-Kette-AP-
Konjugats in Verdiinnungs-Losung) inkubiert. Nach erneutem Waschen fiir 3 x 5 min mit
PBS wurde die NC-Membran in Substratpuffer iiberfiihrt. Zur Farbeentwicklung wurde
in 10 ml Subtratpuffer jeweils 100 pul der NBT/BCIP-Substratstammldsungen gegeben
und gemischt. Die Farbreaktion erfolgte in dieser Farbesubstratlosung und wurde nach
Erreichen einer optimalen Firbung durch Uberfiihren in H,O abgestoppt.

Bei der Immunfarbung mit den anderen Antikorpern (polyklonalen Antiseren sowie dem
monoklonalen Maus-anti-HisTag-Antikérper) wurde die NC-Membran in Blotto
blockiert. Die Inkubation mit dem Erstantikdrper in entsprechender Verdiinnung in Blotto
erfolgte fiir ebenfalls 2 Std. bis iiber Nacht bei RT. Die Verdiinnungen der Erstantikorper
waren bei Antiseren in der Regel 1:2000 und bei dem monoklonalen Anti-HisTag-
Antikorper 1:3000. Zwischen den Antikdrperinkubationen wurde jeweils 3 x 5 min mit
PBST gewaschen. Die Inkubation mit dem Zweitantikorper (Ziegen-anti-Kaninchen-AP-
Konjugat bzw. Kaninchen-anti-Maus-AP-Konjugat, jeweils 1:1000 bis 1:3000 in
Verdiinnungs-Losung angesetzt) erfolgte ebenfalls fiir 2 Std. bei RT. Die

Farbeentwicklung wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt.
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2.2.10. Gewinnung von polyklonalen Antikorpern aus Kaninchen

2.2.10.1. Immunisierung von Kaninchen

Die Immunisierungen und die Blutentnahmen wurden im Zentralen Tierversuchlabor der
Medizinischen Hochschule Hannover durch Dr. J. Mael3 durchgefiihrt. Die zur
Immunisierungen verwendeten Kaninchen (Chinchilla-Bastarde) stammten aus lokaler
Zucht. Als Antigene wurden die durch priparative SDS-PAGE und Elektroelution (2.2.7)
aufgereinigten rekombinanten Proteine, die rek. cALD2 und die rek. GS3A, verwendet.
Die Proteine waren in 500 ul PBS gelost. Fiir jedes Antigen wurde jeweils eine
Doppelimmunisierung durchgefiihrt. Die Kaninchen Nr. 575 und 737 wurden mit 100 pg
rek.cALD2 und die Kaninchen Nr. 514 und 518 mit 200 pg rek GS3A als (1:1) Emulsion
mit komplettem Freund‘schen Adjuvant (cFA) immunisiert. Dazu wurde die Emulsion
subkutan in 10 Stellen der dorsalen Halsregion injiziert. Vor der Immunisierung
(Praimmunserum), sowie 2, 4 und 6 Wochen danach wurden jeweils ca. 30 ml aus der
marginalen Ohrvene entnommen. Die Seren wurden durch Agglutinieren des Blutes (45
min bei 37°C) und anschlieBende Zentrifugation fiir 10 min bei 10000 x g und 4°C (klarer
Uberstand) gewonnen. Die spezifische Immunantwort wurde in Immunfirbungen mit
Gesamtproteinetrakt aus Erbsenkeimlingen als Antigene (2.2.10.2) iiberpriift. War die
Qualitdt der Antiseren nach 6 Wochen zufriedenstellend, wurde durch Injizieren von
reiner Proteinldsung ,,geboostet™. Die Kaninchen wurden 8 Tagen nach dem ,,Boosten*
entblutet. Bei einer schwachen spezifischen Immunantwort wurde mit inkomplettem
Freund’schen Adjuvant erneut immunisiert und fiir weitere 6 Wochen gewartet. Danach

erfolgte das ,,Boosten* nur mit dem Antigen.

2.2.10.2. Immunfirbung zur Uberpriifung der spezifischen Immunantwort

Ca. 150 pg Proteinproben aus Erbsenrohextrakt wurden in SDS-PAGE (10 % SDS-
Minigele mit einem breiten Kamm) aufgetrennt (2.2.5.1) und auf Nitrocellulosemembran
geblottet (2.2.9.1). Nach der Inkubation in Blockldsung (Blotto) fiir mindestens 30 min
wurde die NC-Membran in der Zehner-Hoferkammer (Fa. Hofer) eingespannt und mit

Antiserenverdiinnungsstufen von1:500 - 1: 4000 in Blotto fiir 2 h inkubiert. Zuerst wurde
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2 x 5 min in den Kammern und anschlieBend 2 x 5 min in einer Schale mit PBST

gewaschen. Die weiteren Schritte der Immunfiarbung erfolgte wie unter 2.2.9.2.

beschrieben.

2.2.11. Immuncytochemische Untersuchungen

Die immuncytochemischen Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Frau U. Kunz im
Institut fiir Zellbiologie der Tierdrztlichen Hochschule Hannover (Prof. Dr. H. Lehmann)
durchgefiihrt.

2.2.11.1. Fixierung und Einbettung der Pflanzenpriparate

Die immuncytochemischen Untersuchungen wurden an Geweben von etiolierten
Erbsenkeimlingen durchgefiihrt. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte wie unter 2.1.1.
beschrieben. Die Segmente aus dem oberen Internodus von Erbsenkeimlingen wurden
unter Fixierungslosung (4% Formaldehyd in 50 mM PIPES-Puffer pH 7,0) pripariert.
Nach 4 stiindiger Inkubation in der Fixierungslosung wurden die Priparate 2 x 15 min mit
Puffer (50 mM PIPES-Puffer pH 7,0) gewaschen und anschlielend zum ,,Quenchen* der
freien Aldehydgruppen fiir 45 min in 50 mM NH,CI inkubiert. Die Préparate wurde
wiederum 2 x 15 min mit Puffer gewaschen, bevor sie in Alkohol aufsteigender
Konzentrationen (15%, 30%, 50%, 70%, 90%, 95%, 100%) fiir jeweils 2 x 15 min
entwéssert und anschliefend in 100% Alkohol iiber einem Molekularsieb getrocknet
wurden. Die Einbettung des Gewebes erfolgte in LRWhite/Alkohol (30% : 70% fiir 2x1
h; 50% :50% fiir 17 h; 70% :30% fiir 1 h) und LR White (100% fiir 1h; 100 fiir 20 h). Die

Polymerisation erfolgte in geschlossenen Gelatinekapseln bei 55°C fiir 48 h.

2.2.11.2. Immunogoldmarkierung der Ultradiinnschnitte

Die Ultradiinnschnitte (50-70 nm) wurden auf Nickelnetzchen (50 Maschen, beschichtet
mit 0,55% Pioloform-F) aufgenommen und getrocknet. Die Immunogoldmarkierung
wurde durchgefiihrt, indem die mit den Ultradiinnschnitten versehenen Netzchen mit der

beschichteten Seite nach unten auf 20ul - 30ul Tropfen der jeweiligen Losung inkubiert
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wurden. Bei jedem Ubertragen in eine neue Losung wurde die Restfliissigkeit an den
Netzchen mit Filterpapier abgesaugt.

Benotigte Losungen :

PBS-T : 0,1 % (v/v) Tween-20 in PBS (s. 2.2.9.2)
1 % (w/v) BSA in PBS-T
0,1 % (w/v) BSA in PBS-T
10 mM Na-Acetat, pH 4,5
10 mM Na-Perjodat in 10 mM Na-Acetat, pH 4,5
10 mM NaBH, in PBS

Zum Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen auf den Ultradiinnschnitten wurden
die Netzchen zunichst auf Tropfen mit 1% BSA/PBS-T inkubiert. Nach 30 min wurden
sie auf Tropfen mit den ersten Antikdrpern (,,575/737"- bzw. ,,514/518"-Antiseren, 1 : 20
und 1 : 40 in 1% BSA/PBS-T) gelegt und fiir 2 h inkubiert. Nach 2 x 5 min Waschen auf
Tropfen mit 0,1% BSA/PBS-T wurden die Netzchen anschlieBend auf 20ul-Tropfen mit
Goldkonjugat (Ziege-anti-Kaninchen, 10 nm Gold; Aurion, Biotrend Immunochemicals)
iibertagen. Das Goldkonjugat wurde in Verdiinnungen von 1:20 bzw. 1:40 in 1%
BSA/PBS-T eingesetzt. Nach 30-60 min wurden die Netzchen 2 x 5 min auf Tropfen mit
0,1% BSA/PBS-T, 2 x 5 min auf PBS-T und 2 x 5 min auf H,O gewaschen. AnschlieBend
wurden sie mit Filterpapier getrocknet. Als Kontrollen wurden Immunogoldmarkierungen
mit Priimmunseren bzw. ohne den ersten Antikorper durchgefiihrt.

Fiir die Perjodat-Behandlung (Swords & Staehelin, 1993) wurden einige Schnitte vor
Beginn der Immunogoldmarkierung fiir 1 h auf Tropfen mit 10 mM Na-Perjodat in 10
mM Na-Acetat-Puffer inkubiert. Nach Waschen fiir 2x5 min auf Na-Acetat-Puffer (10
mM, pH 4,5) und 2 x 5 min auf PBS wurden die Netzchen auf Tropfen mit 10 mM NaBH,
in PBS tibertragen. Nach 30 min wurden sie erneut fiir 2 x 5 min auf PBS gewaschen und

anschliefend in die Immunogoldmarkierung - wie oben beschrieben - eingesetzt.

Vor der Auswertung der Markierung wurden die Ultradiinnschnitte mittels Uranylacetat
und Bleicitrat nachkontrastiert (Lehmann & Kunz, 2000). Dazu wurden die in einer

Kontrastiermatte befestigten Netzchen in einem Kontrastierset mit 2% wassriger
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Uranylacetat-Losung fiir 3-15 min inkubiert und anschlieBend mit H,O abgespiilt. Danach
wurden sie in einem mit Bleicitrat-Lésung nach Reynolds (1963) befiillten Kontrastierset
tiberfiihrt und fiir 3-10 min inkubiert. Nach griindlichem Abspiilen mit H,O wurden die
Netzchen mit Filterpapier getrocknet.

Die Auswertung der Immunogoldmarkierung erfolgte an einem Transmissions-

Elektronenmikroskop (Zeiss EM 902), bei einer Beschleunigungsspannung von 80 kV.

2.3. MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Alle in dieser Arbeit angewandten molekularbiologischen Methoden wurden, wenn nicht

anders vermerkt, nach ,,Molecular Cloning* (Sambrook et al., 1989) bzw. nach Anleitung

der verwendeten Kits durchgefiihrt.

2.3.1. Anzucht von Bakterien

2.3.1.1. Anzucht von Bakterien in Fliissigmedium

Medien und Antibiotika-Stammldsungen :

LB-Medien : 1 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl
aufpH 7,4 einstellen
LB-Agarplatte 1,5 % (w/v) Agar-agar in LB

Antibiotika-Stammldsungen : Endkonzentration in Medien :
50 mg/ml  Carbenicillin 50 - 100 pg/ml (bei Platten)

Smg/ml (in  Tetracyclin 10 -12,5 pg/ml
70% Ethanol)

Alle Medien wurden durch Autoklavieren sterilisiert und

Antibiotika-Stammlosungen sterilfiltriert.
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Die Anzucht von Bakterienkulturen ging stets von einer Einzelkolonie aus. Zur
Herstellung einer Ubernachtkultur wurden 5 ml LB-Medien mit entsprechendem
Antibiotika-Zusatz mit einem auf LB-Agarplatte vereinzelten Klon angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C unter Schiitteln (180 rpm) inkubiert. Diese Ubernachtkultur konnte zum
Animpfen einer weiteren Kultur groBeren Volumens, zur Plasmid-Minipriaparation
(2.3.3.1) oder zum Anlegen einer Dauerkultur (Glycerin-Stammkultur) (2.3.1.2)

verwendet werden.

2.3.1.2. Anlegen einer Dauerkultur (Glycerin-Stammkultur)

Von einer frischen Ubernachtkultur (ODy,,,, >1) wurden 825 ul Kultur mit 175 ul
autoklaviertem 86 % Glycerin (fiir final 15 %) in einem 2 ml Reaktionsgefda3 vermischt,

in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.3.2. Transformation von Bakterienzellen

2.3.2.1. Herstellung von transformationskompetenten Bakterien

Die Herstellung kompetenter E.coli-XL1Blue- bzw. BLR (DE3)-Bakterien wurde nach
der Calciumchloridmethode durchgefiihrt. 1 ml Ubernachtkultur, angeimpft mit einem
einzeln gewachsenen Klon, wurden in 500 ml LB-Medium mit 12,5ug/l Tetracyclin
tiberfiihrt und im Schiittlerinkubator bei 37°C bis zu einer Dichte von ODyy,,, = 0,4
wachsen gelassen. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation (5000 x g, 10 min, 4°C)
sedimentiert und zum Waschen vorsichtig in 150 ml eiskalter 50 mM CaCl,-Losung
resuspendiert. Nach Zentrifugation (wie oben) wurden die Bakterien vorsichtig in 8 ml
eiskalter 50 mM CaCl,-Losung aufgenommen, 1 h auf Eis inkubiert und danach mit 1
Volumen 40 %iger Glycerin-Losung in 50 mM CaCl, gemischt. Die Bakteriensuspension
wurde in Aliquots zu 150 pl in flissigem Stickstoff schockgeforen und bei -80°C
gelagert.
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2.3.2.2. Transformation von kompetenten E.coli XL.1-Blue-Zellen

SOC-Medium 2% (w/v) Trypton
1% (w/v) Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5mM KCI
auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren
20mM  Glucose
10mM MgCl,

Die Glucose und das MgCl, wurden erst vor der Verwendung aus

entsprechenden Stammldsungen steril dazugegeben.

IPTG-Losung 0,833 M IPTG in H,0O

X-Gal-Losung 2 % (w/v) X-Gal in N,N*-Dimethylformamid

Fiir die Transformation wurde die Halfte des Ligationsansatzes (s. 2.3.8.3) bzw. die
entsprechende Menge von Plasmid-DNA mit 150 pl der unter 2.3.2.1. hergestellten
Suspension kompetenter Bakterienzellen (nach langsamen Auftauen auf Eis) vermischt
und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Inkubation fiir 1,5 min bei 42°C und
anschliefend fiir 2 min auf Eis. Nach Zugabe von 900 pl SOC-Medium wurden die
Bakterien fiir 1 h bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert. Der Transformationsansatz
wurde dann fiir 3 min bei 3000 rpm sedimentiert und der Uberstand bis auf ein
Restvolumen von ca. 100 pl abgenommen. Das resuspendierte Bakteriensediment wurde
auf Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika (i.d. R. 100 pg/ml Carbenicillin)
ausplattiert. War eine sehr hohe Transfomationseftfizienz zu erwarten, so wurden aus dem
Transformationsansatz -ohne vorher zu sedimentieren - Aliquots mit verschiedenen
Volumina (50 - 300 ul) entnommen und auf Agarplatten ausgestrichen. Handelte es sich
bei der Transformation um eine Blau-Wei3-Selektion, so wurden auf den Agarplatten
vorher eine X-Gal/IPTG-Mischung (40 pl X-Gal-Losung + 6 pl IPTG-Lésung +
54 pl H,0) ausgestrichen. Die Platten wurden tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Die Durchmusterung der Transformanten erfolgte durch Kolonie-PCR (2.3.10.2) oder
durch Restriktionsverdau (2.3.7) der mittels Plasmid-Minipraparation (2.3.3.1) isolierten

Plasmide.

2.3.2.3. Transformation von kompetenten E.coli BLR(DE3)-Zellen

Fiir die Uberexpression der rekombinanten Proteine wurden E.coli BLR(DE3)-Zellen (Fa.
Novagen) mit dem entsprechenden pET-Expressionsplasmid transformiert. Zuerst wurden
dazu i.d.R. kompetente E.coli XL1-Blue-Zellen zur Etablierung des Expressionsplasmids
mit dem Ligationsansatz nach dem oben beschriebenen Verfahren transformiert. Mit dem
resultierenden Plasmid wurden dann kompetente E.col/i BLR(DE3)-Zellen transformiert.
Da sich nach der unter 2.3.2.1. beschriebenen Methode selten effiziente kompetente E.coli
BLR(DE3)-Zellen herstellen lieBen, wurden hauptséchlich gekaufte kompetente Zellen zu

diesem Zweck verwendet. Die Transformation erfolgte nach den Herstellerangaben.
2.3.3. Isolierung von DNA

2.3.3.1. Plasmid-Minipriparation aus Ubernachtkulturen

Diese Methode diente einer schnellen Plasmidisolierung aus Ubernachtkulturen fiir die
DNA-Sequenzierung oder zur Durchmusterung der Transformanten nach einer

Transformation mit Ligationsansétzen durch anschlieBenden Restiktionsverdau.

Benotigte Losungen :

Losung 1 : 50 mM Tris/HCL, pH 8
10mM EDTA
100 pg/ml  RNAse A

Losung 2 : 0,2M NaOH
1% SDS
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Losung 3 : 3 M Kaliumacetat, pH 4,8
PEG-Losung 30 % (w/v) PEG 6000
1,5M NaCl
TE-Puffer : 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
ImM EDTA

3 - 4 ml Ubernachtkultur wurden portionsweise durch Zentrifugation (Eppendorf-
Tischzentrifuge, jeweils 30 s bei maximaler Geschwindigkeit) sedimentiert. Das
Bakteriensediment wurde in 300 pul eiskalter Losung 1 resuspendiert. Durch Zugabe von
300 pl Losung 2 und vorsichtiges Durchmischen wurden die Zellen lysiert. Nach
Inkubation bei RT fiir 5 min wurden 300ul Losung 3 (4 °C) dazugegeben, vermischt und
fiir 10 min auf Eis belassen. Der klare Uberstand nach einer anschlieBenden
Zentrifugation bei 15 000xg und 4°C fiir 15 min wurde mit 1 Volumen Isopropanol
versetzt, wodurch die Plasmid-DNA prazipitiert wurde. Die DNA wurde durch
Zentrifugation (15 min, 15 000xg und 4°C) sedimentiert und nach einmaligem Waschen
mit 500 pl 70% Ethanol (-20°C) 15 min bei RT getrocknet. Das DNA-Sediment wurde in
dH,O aufgenommen und zur erneuten Fallung mit 50 ul PEG-L6sung versetzt. Nach einer
Inkubation fiir 30 min auf Eis wurde die DNA sedimentiert (wie oben). Nach
zweimaligem Waschen mit 70%-igem Ethanol wurde das DNA-Sediment getrocknet und
anschlieBend in 50-100 pl dH20 oder TE-Puffer aufgenommen. Die so préparierte
Plasmid-DNA hatte einen hohen Reinheitsgrad und konnte zur Sequenzierung eingesetzt

werden.

2.3.3.2. Plasmid-Priiparation mittels Nucleobond® Nucleic Acid Purification Kit

Zur Isolierung groBerer Mengen Plasmid-DNA wurde das ,,Nucleobond® Nucleic Acid
Purification Kit*“ der Fa. Clontech (Heidelberg) eingesetzt. Die Bakterienzellen wurden
nach demselben Prinzip wie oben beschrieben lysiert und die Plasmid-DNA wurde {iber
in Einwegsdulen gepackte Anionen-Austauschharze isoliert. Es wurde nach dem

Herstellerprotokoll vorgegangen.
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2.3.3.3. DNA-Isolierung aus Agarosegel

Die Isolierung von elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
(2.3.6) erfolgte mit dem ,,Nucleotrap®Extraction Kit* der Fa. Macherrey-Nagel (Diiren)
bzw. dem ,,QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit*“ der Fa. Qiagen (Hilden). In beiden
Fillen folgte die Durchfiihrung den Herstellerangaben.

2.3.3.4. Isolierung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden entweder aus dem Gel nach einer Agarosegelelektrophorese
(2.3.3.3) oder mit Hilfe des Isolierungs-Kits von PCR-Produkten (,,Invisorb PCR
Purification Kit*) der Fa. Invitek isoliert. Die Durchfiihrung der Isolierung erfolgte nach

Herstellerangaben.

2.3.4. Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen

2.3.4.1. Isolierung von Gesamt-RNA mit TRIZOL®-Reagenz
(modifiziert nach Chomczynski und Sacchi, 1987)

DEPC-H,0O : 0,05 % DEPC in H,0 ., liber Nacht
bei RT riihren, dann autoklavieren
Hochsalz-Lésung : 0,8 M Na-Citrat
1,2M NaCl

In einem 1,5 ml ReaktionsgefiB wurde 1 ml TRIZOL® (Fa. Gibco) vorgelegt. Etwa
200 mg gefrorenes Pflanzenmaterial wurden unter fliissigem Stickstoff fein gemorsert.
Das pulverisierte Pflanzenmaterial wurde in das ReaktionsgefdB mit TRIZOL® iiberfiihrt
und griindlich gemischt. Nach Inkubation fiir 15 min bei RT wurde das unldsliche
Pflanzenmaterial durch 10 min Zentrifugation bei 12000 x g und 4°C sedimentiert und der
Uberstand in ein frisches Reaktionsgefif iiberfiihrt. Zur Phasentrennung wurde 200 pl
Chloroform zugegeben, gemischt, 2-3 min bei RT inkubiert und 15 min bei 12000 x g und
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4°C zentrifugiert. 450 pl der wiassrigen Phase wurden abgenommen und in einem frischen
Reaktionsgefd3 mit 250 pl Isopropanol sowie 250 pl Hochsalz-Losung (0,8 M Natrium-
Citrat/1,2 M NaCl) versetzt. In diesem Schritt wird selektiv die RNA gefillt und eine
Koprizipitation von Proteoglycanen und Polysacchariden durch Zugabe der Hochsalz-
Losung vermieden.

Nach griindlichem Mischen und Inkubation fiir 10 min bei RT wurde die RNA durch
10 min Zentrifugation bei 12000 x g und 4°C abgetrennt. Das RNA-Sediment wurde
einmal mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen und 5 min bei 7500 x g und 4°C zentrifugiert.
Die RNA wurde an der Luft getrocknet und anschlieBend in 20 ul DEPC-H,O
aufgenommen. Zum Resuspendieren wurde die RNA 10 min bei 60°C inkubiert und
anschlieBend fiir 1 min bei 12000 x g und RT zentrifugiert. Der Uberstand mit der
gelosten RNA wurde abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Gelagert
wurden die RNA-Proben bei -80°C.

2.3.4.2. Isolierung von Gesamt-RNA mittels RNeasy-Kit

Fiir die Herstellung von cDNA aus Erbsenkeimlingen wurde die dazu benétigte Gesamt-
RNA mittels ,,Plant RNeasy Mini Kits* isoliert. Die Durchfiihrung der Isolierung erfolgte
nach Herstellerangaben.

2.3.5. Konzentrationsbestimmung von Nucleinsiuren

2.3.5.1. Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Quantifizierung von Nukleinsduren erfolgte spektralphotometrisch durch Messung

der Extinktion bei A =260 nm. Es besteht folgende Korrelation zwischen optischer Dichte
(OD) und DNA-Konzentration :

DNA- Konzentration = (OD,g,,., - VI . 50) pg/ml

Zur Bestimmung der Reinheit der DNA-Losung wurde gleichzeitig die OD bei A = 280
nm gemessen. Fiir reine DNA gilt : OD,4,,,/OD,gpm = 1,8.
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2.3.5.2. Konzentrationsbestimmung von RNA

Fiir RNA-L6sungen besteht folgende Korrelation :

RNA- Konzentration = (OD,,,,, - V. 40) pg/ml

Fiir reine RNA gilt : OD,¢;,,,/OD5gm = 1,9 - 2,0.

m’

2.3.6. Agarosegelelektrophorese

2.3.6.1 Agarosegelelektrophorese fiir DNA

TAE-Puffer : 40 mM Tris/HCI, pH 8,2
2mM EDTA
20 mM Eisessig

5x DNA-Probenpuffer :
25 % (w/v) Ficoll 400
50mM EDTA
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylen-Cyanol FF

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch eine Horizontal-Elektrophorese in
1 bis 2 % Agarosegelen, je nach GroBe der aufzutrennenden DNA-Fragmente. Die
Agarose wurde in TAE-Puffer durch Aufkochen im Mikrowellengerit gelost, nach dem
Abkiihlen auf ca. 50°C wurde 0,5 pg/ml Ethidiumbromid zugegeben, gemischt und
anschlieBend wurde die Gellosung in den Geltrdger gegossen. In die noch fliissige
Agarose-Losung wurde ein Probentaschenkamm eingesteckt. Nach dem Aushérten des
Gels wurden die DNA-Proben - versetzt mit %4 Volumen 5 x DNA-Proben - unter TAE-
Puffer in die Taschen des Gels geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 4,5 bis 6 V pro

cm Elektrodenabstand.
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2.3.6.2. Denaturiende Agarosegelelektrophorese fiir RNA

10X MOPS-Puffer : 0,2M MOPS
80 mM Na-Acetat
10mM EDTA
aufpH 7,0 mit NaOH einstellen
Laufpuffer : 1x MOPS in DEPC-H,0 angesetzt

5x RNA-Probenpuffer :
0,16 % (v/v)

gesittigte Bromphenolblaulosung

2mM EDTA, pH 8,0
0,88 M Formaldehyd
20 % (v/v) Glycerin
30 % (v/v) Formamid
40 % (v/v) 10X MOPS
0,33 mg/ml Ethidiumbromid

Giellen der Gele :

Die verwendeten 1,2 % Agarosegele enthielten 3 % Formaldehyd und wurden in einem
abgedichteten Geltrager der GroBe (15 x 15)cm? gegossen. Dazu wurden 1,8 g Agarose in
123 ml DEPC-H,O in einem Mikrowellegerit aufgekocht, bis die Losung klar war.
Nachdem die Losung etwa auf 50°C abgekiihlt war, wurden 15 ml 10X MOPS und 12 ml
37 % Formaldehyd unter dem Abzug zugegeben, gemischt und auf den Geltriger
gegossen. Ein 10 er Kamm fiir feine, diinne Probentaschen wurde eingesteckt und das Gel

bis zu seinem Aushérten und Erkalten staubgeschiitzt unter dem Abzug stehen gelassen.

Probenvorbereitung :

Die Menge und die Reinheit der isolierten Gesamt-RNA wurde mittels
spektralphotometrischer Messungen (2.3.5.2) ermittelt. Das 10 pg entsprechende
Volumen der RNA-Losung wurde (gegebenenfalls) auf 12 pul mit DEPC-H,O verdiinnt,
mit 3 ul 5x RNA-Probenpuffer versetzt und 10 min bei 65 °C denaturiert. Anschliefend
wurden die Proben auf Eis abgekiihlt.

Die Elektrophorese erfolgte im Kiihlraum in einer Flachgel-Elektrophoresekammer “DNA
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SUB CELL™* von Fa. Biorad fiir 5-6 h bei 70 mA oder iiber Nacht bei 30 mA. Fiir eine
Beladungskontrolle wurde die Elektrophorese nach 15 min Laufzeit kurz unterbrochen
und das Gel auf dem UV-Transilluminator fotografiert. Es wurden etwa 1,6 Liter
Laufpuffer bendtigt. Nach beendeter Elektrophorese - wenn die Bromphenolblaufront ca.
10 cm gewandert war - wurde das Gel erneut auf dem UV-Transilluminator fotografiert

und sofort fiir den Northern-Transfer (2.3.11.1) weiter verwendet.

2.3.7. Restriktionsendonuclease-Reaktionen

Die Restriktion von DNA mit Restriktionsendonucleasen erfolgte in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffersystem. Die Enzyme und die 10x konz. Pufferlésungen wurden von
verschiedenen Herstellern bezogen und gemidll deren Empfehlungen
(Reaktionstemperatur, -dauer etc.) verwendet. Eine typische Restriktionsreaktion von 1 pg
Plasmid-DNA erfolgte in einem Volumen von 20 -50 pl mit 1-5 U Enzym fiir 1 h bei
37 °C. Bei einer Restriktionsspaltung eines PCR-Produktes wurden i.d.R. 10 U
Restriktionsendonucleasen eingesetzt. Die Reaktion wurde entweder durch Zugabe von
2 mM EDTA und 5 min Inkubation bei 70°C oder durch Zugabe von 4 Volumen 5x
DNA-Probenpuffer abgestoppt. Die DNA wurde mittels ,,PCR Purification Kit* (Fa.
Invitek) oder nach einer elektrophoretischen Auftrennung des Restriktionsansatzes aus
dem Agarosegel mittels ,,Nucleotrap® Extraktion Kit* (Fa. Macherrey-Nagel) bzw.
»QIAEX IT Agarose Gel Extraction Kit“ (Fa. QIAGEN) isoliert.

2.3.8. Klonierung von DNA-Fragmenten

2.3.8.1. T-Vektor-Klonierung

Bestimmte Taq-Polymerasen hingen an den 5'-Enden des PCR-Amplifikats ein
zusitzliches Adenin-Nukleotid an (,,A-Tailing*). Dies kann dazu benutzt werden, PCR-
Produkte ohne Einfithren von Schnittstellen ungerichtet in einem sogenannten T-

Klonierungsvektor zu klonieren. Der Vektor pGemT (Fa. Promega) ist ein solcher T-

Vektor. Er ist in seiner MCS (,,multiple cloning site*) linearisiert und besitzt an den

47



2. Material und Methoden

beiden 3'-Enden ein zusatzliches Thymidin. Dadurch ist es mdglich, mit einem Adenin
versehene PCR-Produkte in diesen Vektor einzuligieren und zu klonieren. Der pGemT-
Vektor besitzt eine Ampicillinresistenz und ist fiir eine Blau-Weil3-Selektion konstruiert.
Fiir die Ligation wurden die PCR-Produkte entweder mittels ,,PCR Purification Kit* (Fa.
Invitek) oder aus dem Agarosegel mittels ,,Nucleotrap® Extraktion Kit* (Fa. Macherey-
Nagel) bzw. ,,QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit“ (Fa. QIAGEN) isoliert. Die Ligation
der PCR-Produkte mit dem pGemT-Vektor erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Die
Transformation von E.coli XL1-Blue-Zellen mit dem Ligationsansatz erfolgte nach
2.3.2.2. Fir Weil3-Blau-Selektion zur Identifizierung der Klone mit den rekombinanten
Plasmiden wurde der Transformationsansatz auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin (oder

Carbenicillin) und IPTG/X-Gal ausplattiert (s. 2.3.2.2).

2.3.8.2. Ligation von DNA Fragmenten mit Vektor-DNA

Fiir Klonierungen in anderen Vektoren wurden die DNA-Fragmente nach dem Verdau mit
entsprechenden Restriktionsendonucleasen (2.3.7) mit dem entsprechend linearisierten
Vektor ligiert. Dazu wurden sie in einem molaren Vektor-Fragmentverhéltnis von 1 : 4
zusammengegeben, in einem Volumen von 20 pl mit 2 U T4-DNA-Ligase iiber Nacht bei

16°C inkubiert.

Ligationsansatz : x ul  Vektor-DNA

y ul  Fragment-DNA
2 ul 10 x Ligationspuffer
2 ul (=2U) T4-DNA-Ligase (z.B. von Promega)
(16 -x-y)ul H,O
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2.3.9. Herstellung von cDNA aus Erbsenkeimlingen

Hergestellt wurde cDNA aus den jlingsten Internodien von 5 Tage alten
Erbsenkeimlingen. Dazu wurde das ,,SMART™PCR ¢DNA Library Construction Kit der
Fa. Clontech (Heidelberg) verwendet. Die Durchfithrung der cDNA-Herstellung erfolgte

geméil den Herstellerangaben.

2.3.10. PCR

Die PCR-Reaktionen wurden mit der 7ag DNA-Polymerase von Fa. Roche oder mit der
Red-Tag DNA-Polymerase von Fa. Sigma durchgefiihrt. Es wurden jeweils die
mitgelieferten 10x konzentrierten PCR-Pufferlésungen verwendet. In der Regel enthalten
die 10x PCR-Puffer bereits MgCl, in entsprechender Konzentration. War dies nicht der
Fall, so wurden dem PCR-Ansatz final 1,5- 5 mM MgCl, zugegeben. Fiir eine PCR-
Amplifikation eines DNA-Fragmentes innerhalb eines Bereichs, der von sense- und
antisense-Primer eingegrenzt wird, wurde in 0,5-ml-PCR-Reaktionsgefal auf Eis ein

50 pl-PCR-Ansatz wie folgt zusammenpipettiert :

5ul 10 x PCR-Puffer
2 ul 20 mM dANTP-Mix
2,5ul 20 uM sense-Primer
2,5ul 20 uM antisense-Primer
x ul ,, Template*“-DNA
1-2U Taq DNA-Polymerase
ad 50 ul H,O

Bei den PCR-Reaktionen zur Amplifikation von cALDI, cALD2, GSI, GS34 aus der unter
2.3.9. hergestellten ds-cDNA wurde jeweils 1 pl des ds-cDNA-,,Pools* als DNA-Vorlage
eingesetzt. Amplifikationen eines DNA-Fragmentes aus einem Plasmid gingen in der
Regel von maximal 50 ng Plasmid-DNA aus. Als Negativkontrolle wurde stets ein Ansatz
ohne DNA-Vorlage zum Test auf mogliche Kontaminationen mitgefiihrt.

Die PCR-Reaktionen wurden in 30 Zyklen im programmierbaren TRIO-Thermoblock (Fa.
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Biometra) durchgefiihrt. Wurde dabei kein Heizdeckel (120°C) benutzt, so wurde der
PCR-Ansatz zur Vermeidung des Verdampfens wéahrend der Reaktionszyklen mit einem
Tropfen Mineraldl iiberschichtet.

Ein PCR-Zyklus bestand aus :

Dauer : Temperatur : Schritt :

1 min 95°C Denaturierung

1,5 min Tpm (55-62)°C  Hybridisierung der Primer
2 min 72° C Polymerase-Reaktion

Nach der letzten Runde der Amplifikation wurde der Ansatz fiir weitere 8§ min bei 72°C
inkubiert (finale Elongationsphase) und die Reaktion durch Abkiihlen auf 4°C abgestoppt.
Der Erfolg der Reaktion wurde durch Gelelektrophorese (1 % Agarose, s. 2.3.6.1) von 5 -
10 pul Aliquots des PCR-Produktes tiberpriift. Fiir die Klonierung und Restriktionsreaktion
mit Endonucleasen (2.3.7., 2.3.8.) wurde das PCR-Produkt zuerst aufgereinigt (2.3.3.3.,
2.3.3.4). Sowohl die ,,Annealing*- Temperatur (T,,,), die sich nach der Linge und
Zusammensetzung der Primer richtet, als auch die Dauer der Polymerase-Reaktion, die
von der Lénge des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes abhéngig ist, bedurften fiir jede

spezifische PCR-Amplifikation einer Optimierung.

2.3.10.1. Kolonie-PCR

Kolonie-PCR diente einer schnellen Durchmusterung der Transformanten zur
Identifizierung von solchen Klonen, die rekombinante Plasmide tragen. Die
Bakterienkolonie wurde dazu mit einer sterilen Pipettenspitze eingestochen und in ein
Reaktionsgefall mit 25 pl H,O iiberfiihrt. Nach Erhitzen fiir 5 min bei 95°C wurde die
Bakteriensuspension auf Eis abgekiihlt und anschlieend bei maximaler Geschwindigkeit
in einer Tischzentrifuge fiir 1 min zentrifugiert. 20 ul des Uberstandes wurden als
»lemplate® in die PCR-Reaktion (s. oben) eingesetzt. Fiir die Amplifikation wurden
jeweils ein fiir die inserierte Sequenz spezifisches und ein aus dem Vektor stammender
Primer verwendet. Die in einer anschlieBenden Agarosegelelektrophorese als positiv

identifizierten Klone wurden einer Plasmid- Minipréparation (2.3.3.1) unterzogen.
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2.3.10.2. PCR zur Herstellung DIG-markierter Sonden

Bei der DIG-Markierung iiber die PCR werden die dTTPs im Reaktionsansatz anteilig
durch DIG-11-dUTPs ersetzt, die von der Tag DNA-Polymerase akzeptiert werden.
Dadurch konnen empfindliche Sonden mit hoher Ausbeute hergestellt werden.

Ein 50 pl DIG-PCR-Ansatz war wie folgt zusammengesetzt :

100 pg Plasmid
17,5 uM*  DIG-11-dUTP
83,5 uM* dTTP
je 100 uM*  dATP, dGTP, dCTP
1 x  PCR-Puffer (1,5 mM MgCl, enthaltend)
0,4 uM  sense-Primer
0,4 uM antisense-Primer

2,5U Tagq DNA-Polymerase (Fa. Roche oder Red-Taq DNA-

Polymerase von Fa. Sigma)

ad 50 ul H,O
*,,DIG DNA Labeling Mix* (Fa. Roche) verdiinnt mit
dNTP-Standardmix

Neben einer Nullkontrolle (Ansatz ohne DNA-Vorlage) wurde zusitzlich ein Ansatz mit
nicht markierten dNTPs als Positivkontrolle angesetzt. Nach einem Denaturierungsschritt

von 4 min bei 95°C folgten 30 PCR-Zyklen mit jeweils:
45s 95°C

1 min 55° C oder 57° C (je nach zu markierender DNA-Sonde)
2min  72°C

pro Zyklus. Nach einer abschlieBenden Strangsynthese fiir 8 min bei 72° C wurde die
PCR-Reaktion durch Abkiihlen auf 4°C abgestoppt. Durch anschlieBende Agarose-
Gelelektrophorese konnte der Erfolg der Markierung iiberpriift sowie die Konzentration

des Markierungsproduktes durch Vergleich der Intensitit der Bande mit DNA bekannter
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Konzentration abgeschétzt werden. Vor deren Einsatz als Sonde in einer Northern-Hybridisie-

rung wurde das Markierungsprodukt zuerst gelelektrophoretisch aufgereinigt (2.3.3.3).

2.3.11. Northern-Analyse

2.3.11.1. Kapillartransfer von RNA auf eine Nylonmembran

20X SSC (Tansferpuffer) : 3M NaCl
0,3M Na-Citrat
auf pH 7,0 mit konz. HCI einstellen

Zum Entfernen freien Formaldehyds und zum Aquilibrieren des Gels wurde das
Formaldehyd-Gel 2 x 10 min in 20X SSC inkubiert. Entsprechend zurechtgeschnittene
Nylonmembran (positiv geladen, Fa. Roche) wurde 5 min in DEPC-H,0O angefeuchtet und
ca. 15 min in 20X SSC aquilibriert. Fiir den Transfer wurde das Gel mit den Geltaschen
nach unten auf 2 Lagen in 20X SSC getrankten Filterpapiere, deren beide Enden in ein mit
20X SSC gefiilltes Pufferreservoir getaucht waren, gelegt. Darauf wurde die aquilibrierte
Membran luftbasenfrei aufgelegt und an den Rédndern gegen PufferkurzschluB3 mit
wasserdichter Folie (Saran®, Fa. Roth) abgedichtet. Zwei Lagen in 20X SSC getriinkten
Filterpapier wurden darauf geschichtet, gefolgt von einem 5 cm dicken Stapel von
Papiertiichern, der fiir notige Saugwirkung mit etwa 6 g/cm® Membran beschwert war.

Der Transfer erfolgte iiber Nacht.

2.3.11.2. Fixierung der RNA auf einer Nylonmembran

Direkt nach dem Transfer wurde die Membran zum Entfernen von Salzen kurz in DEPC-
H,O gelegt, auf Filterpapiere abgetropft, mit der RNA-Seite zum Licht auf einer
Klarsichtfolie fiir maximal 30 s mit UV-Licht kreuzvernetzt und dabei fotografiert. Die
Membran wurde nochmals wie gehabt gespiilt und abgetropft, auf ein Filterpapier gelegt
und anschlieBend fiir 20 min bei 120°C gebacken. Danach konnte die Membran direkt fiir

die Prihybridisierung verwendet oder in Alufolie eingeschlagen bei 4 °C gelagert werden.
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2.3.11.3. Prihybridisierung und Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden

Zum Prahybridisieren wurde die Membran in 35 ml DIG Easy Hyb in einem
Hybridisierungs-glasrohrchen fiir 1 h bei 50°C im Hybridisierungsofen rotierend
inkubiert. Fiir die Hybridisierung wurden 25 ng Sonden-DNA/ml Hybridisierungspuffer
verwendet. Die Sonde wurde gegebenenfalls in 50 ul DEPC-H,O verdiinnt, bevor sie
10 min im Wasserbad bei 100°C denaturiert wurde. Nach dem Denaturieren wurde die
Sonde sofort zu 9 ml vorgewarmter DIG Easy Hyb gegeben, um Renaturierung zu

verhindern. Die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 50°C.

2.3.11.4. Detektion hybridisierter DIG-markierter Sonden

a. Posthybridisierungswaschschritte

Benotigte Losungen :

20X SSC-Stammlosung s.2.3.11.1

SDS-Stammlésung : 10 %(w/v) SDS

Nach der Hybridisierung wurde die Membran in einem Hybridisierungsréhrchen mit
insgesamt 200 ml 2X SSC/0,1 % SDS Waschlosung unter Schiitteln gespiilt und 2 x 5 -
15 min auf dem Schiittler bei RT inkubiert. Anschliefend wurde die Membran fiir 2 x
15 min mit insgesamt 100 ml auf 68°C vorgewarmter 0,5X SSC/0,1% SDS Waschlosung
bei 68°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Die weiteren Waschritte erfolgten mit
insgesamt 100 ml auf 68°C vorgewérmter 0,1X SSC/0,1% SDS Waschlosung ebenfalls
fiir 2 x 15 min bei 68°C im Hybridisierungsofen. Die Membran wurde anschlieBend direkt

fur die Detektion weiter verwendet.

b. Chemilumineszente Detektion mit CDP-Star®

Die chemilumineszente Detektion mit CDP-Star® entspricht einer Immunfirbung der
DIG-markierten hybridisierten Sonden mit anti-DIG-AP Fab-Fragmenten (Fa. Roche).
Das Substrat CDP-Star® (ein 1,2-Dioxetan-Derivat) wird durch die an diese Fab-
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Fragmente konjugierte alkalische Phosphatase zu einem metastabilen Dioxetan-Phenolat-
Anion dephosphoryliert, das unter Lichtemission zerfillt. Diese Lichtemission kann auf
einem lichtempfindlichen Film sichtbar gemacht werden.

Bendgtigte Losungen :

Maleinsaure-Puffer : 100 mM Maleinsdure
150 mM NaCl

aufpH 7,5 einstellen

Waschpuffer : 0,3 % (v/v) Tween-20 in Maleinsdure-Puffer

Blockldsung : 1%(w/v) Blockierungsreagenz (Fa. Roche) in

Maleinsédure-Puffer,

Detektionspuffer : 100 mM  Tris/HCI
100 mM NaCl

auf pH 9,5 einstellen, autoklavieren

Diethanolaminpuffer : 100 mM Diethanolamin
I mM MgCI2

aufpH 9,5 einstellen, steril filtieren

Antikorperlosung : 1:20 000 Anti-DIG-AP in 1x Blocklosung (— 37,5 mU/ml)

Substratlosung : 0,25mM CDP-Star® in Diethanolaminpuffer,

vor Gebrauch aus 12,5 mM CDP-Star®ansetzen

Nach den Waschschritten wurde die Membran in einer Polystyrolschale fiir 1 min in
Waschpuffer gewaschen, bevor sie fiir jeweils 30 min zunédchst in 50 ml Blockldsung,

dann in 50 ml Antikorper-Losung inkubiert wurde. Nicht gebundene Antikorper wurden
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durch Waschen mit Waschpuffer fiir 2 x 10 min entfernt. Nach Spiilen mit
Detektionspuffer wurde die Membran fiir weitere 5 min im Detektionspuffer inkubiert.
500 pl Substratlosung wurden auf einem Stiick Plastikfolie (hergestellt aus Klarsichthiille)
fein verteilt als Tropfchen vorgelegt und die Membran nach leichtem Abtropfen mit der
richtigen Seite auf die Substrattropfchen gelegt und sofort durch ein zweites Stiick
Plastikfolie bedeckt. Zur gleichmédBigen Verteilung des Substrates wurde die Folie glatt
gestrichen und tiberschiissige Losung sowie evtl. Bldschen nach aullen weggewischt.
Nach Erreichen des Emissionsmaximums (ca. 60 min nach Substratzugabe) erfolgte die
Belichtung eines Kodak BioMax Light Films (oder Kodak BioMax MR-1 Rontgenfilm)
(Fa. Sigma) je nach Signalstirke fiir 3 - 15 min. Der Film wurde in konventioneller Weise

entwickelt.

2.3.11.5. Sondenentfernung und Rehybridisierung

Zum Entfernen des CDP-Star® wurde die Membran in einem Hybridisierungsrohrchen
mit autoklavierten Reinstwasser unter Schiitteln gewaschen. Zur Sondenentfernung wurde
die Membran mit maximal 100 ml auf 100°C vorgewédrmter 0,1% (w/v) SDS-Ldsung
zunichst unter Schiitteln gespiilt und anschlieend zweimal fiir weitere 10 min in 0,1 %
(w/v) SDS-Losung in einem Hybridisierungsrohrchen im Hybridisierungsofen bei 100°C
rotierend inkubiert. Nach Abkiihlung in 0,1% SDS wurde die Membran in Waschpuffer
(s. 2.3.11.4) aquilibriert und fiir die Prdhybidisierung verwendet oder in 2x SSC
(eingeschweillt) bei 4°C gelagert und vor Wiederverwendung in Waschpuffer gespiilt.

2.3.11.6. Densitometrische Auswertung des Northern-Blots

Die densitometrische Auswertung erfolgte mit Hilfe der ScanPack 2.0 Software (Fa.
Biometra). Dazu wurden die Nothern-Blots bzw. die dazugehorigen Fotos mit einer
Auflésung von 300 dpi und 256 Graustufen eingescannt. Die Signalstidrke wurde als
Integral aus Fldche und Schwirzungsgrad mit Hilfe des ScanPack-Programms
quantifiziert. Die Daten wurden in das Programm Quattro Pro 8 (Corel) exportiert, wo
eine graphische Darstellung der relativen Signalintensititen erfolgte. Die maximale

Signalstirke wurde dazu formal gleich 100 % gesetzt.
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2.3.12 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen der DNA wurden von der Fa. Sequence Laboratories Gottingen

GmbH durchgefiihrt.

2.3.13 Computergestiitzte Sequenzanalyse und Internet-Ressourcen

Die Ermittlung von optimalen Primerpaaren fiir die PCR erfolgte mit dem Programm
OMIGA 1.1 (Oxford Molecular Group, Ltd.). Die Analysen der Proteinsequenzen:
Ermittlung der Hydrophilie-Plots nach Kyte-Doolittle (1982), der Antigenizitdtsindexe
nach Jameson-Wolf (1988) und der Oberflichenwahrscheinlichkeit-Plots nach Emini
(1985) wurden mit Hilfe des Programms Protean™/Lasergene (DNA-Star) durchgefiihrt.
Die Vergleiche der Aminosiuresequenzen erfolgte unter anderem auch mittels des

Programms MegAlign (DNA-Star).

AuBerdem kamen im Verlauf dieser Arbeit folgende Internet-Ressourcen zum Einsatz :

URL Institution
http://bibiserv.techfak.uni- Bioinformatik-Server der Universitdt Bielefeld (BiBiServ).
bielefeld.de/dialign Zugriff auf das Programm DIALIGN 2.1 (Morgenstern 1999)

fiir Sequenzgegeniiberstellungen.

http://www.ebi.ac.uk Das European Bioinformatics Institute des EMBL. Zugriff

auf die EMBL-Sequenzdatenbank sowie Sequenzvergleiche
mittels FASTA und BLITZ (Pearson & Lipman, 1998; Smith
& Waterman, 1981).

http://www.expasy.ch Der ExPaSy-Server des Schweizer Instituts fiir Bioinformatik

mit Zugang zu SwissProt-Datenbank.
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http:// www3.ncbi.nlm.nih.gov
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MEDLINE Deutsches Medizin Forum. Zugriff auf die
Medline-Literatur-Datenbank.

Das National Center for Biotechnology Information der
National Library of Medicin / National Institute of Health.
Sequenzabgleiche mittels BLAST Algorithmus (Altschul,
1990), Zugriff auf GenBank, die Medline-Literatur-

Datenbank sowie das Informationssytem Entrez.
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3. ERGEBNISSE

Sprunck konnte in ihrer Dissertation (1996) mittels Immunfarbung nach nativer PAGE
zeigen, dall der monoklonale Antikdrper TIM-11B2 neben der bereits identifizierten
cytosolischen Aldolase mindestens ein weiteres Protein erkennt. In der Immunfarbung
nach einer zweidimensionalen PAGE wurden zusétzliche Punkte mit einem pl zwischen
6,0 (ein Spot) bzw. 6,4 (ein bis zwei Spots) detektiert (Sprunck, 1996). In der
vorliegenden Doktorarbeit sollten die weiteren Antigene des monoklonalen Antikorpers
TIM-11B2 identifiziert und charakterisiert werden. Nach Klonierung der entsprechenden
Gene sollen die bisher proteinbiochemisch erhaltenen Daten durch molekularbiologische

Methoden verifiziert werden.

3.1. Aufreinigung des weiteren TIM-11B2-Antigens

3.1.1. Immunfirbung nach nativer Gelelektrophorese

Die Immunfirbung des Gesamtproteins aus Erbse mit dem monoklonalen Antikdrper
TIM-11B2 nach nativer Gelelektrophorese (2.2.5.2) fiithrt zu zwei distinkten Banden, von
denen die weiter gelaufene sich auf derselben Hohe mit der durch dem polyklonalen
Antikorper gegen cytosolische Aldolase (Prof. Schnarrenberger, FU Berlin) erkannten
Bande befindet. Diese TIM-11B2-Antigene werden anschlieend “obere” bzw. “untere

Bande” (Abb. 1) genannt.

Basierend auf diesen Daten sollte eine Aufreinigungsmethode erarbeitet werden, welche
die Identifikation weiterer Antigene fiir den monoklonalen Antikérper TIM-11B2
ermOglichen sollte. Dazu wurden priparative native Polyacrylamidgelelektrophoresen
durchgefiihrt. Der Bereich der “oberen Bande” wurde immunbiochemisch identifiziert,
aus dem Gel ausgeschnitten und die Proteine elektroeluiert. AnschlieBend wurde das

Eluat einer Aminosduresequenzanalyse unterzogen.

58



3. Ergebnisse

< obere Bande

<—untere Bande

Abb. 1 : Immunfirbung nach nativer PAGE.

Jeweils 10 pug nativ aufgereinigter Proteinrohextrakt aus 7 Tage alten etiolierten
Erbsenkeimlingen (2.2.1.1.) wurde unter nativen Bedingungen gelelektrophoretisch
aufgetrennt (2.2.5.2). Die NC-Membran wurde in Streifen geschnitten und separat mit
dem polyklonalen Antikorper gegen plastiddre Aldolase (Bahn 1), gegen cytosolische
Aldolase (Bahn 2), GaMp-AP (Bahn 3) sowie TIM-11B2 (Bahn 4) detektiert. Die
Immunfarbung wurde nach (2.2.9.2) durchgefiihrt.

3.1.2. Aufreinigung des 40 kDa-Protein aus der “oberen” Bande

Die Auftrennung der TIM-11B2-Antigene in eine obere und eine untere Bande konnte nur
erreicht werden, wenn das diskontinuierliche native Polyacrylamidgel aus 7 % Trenngel
und 5 % Sammelgel zusammengesetzt war. Nach der Elektrophorese wurde dem Gel am
Rand ein 2 cm breites Gelstiick der Lange nach ausgeschnitten. Das restliche Gel wurde
mit Coomassie gefirbt (Abb.2A). Der abgeschnittene Streifen wurde geblottet und
anschliefend in einer Immunfarbung mit TIM-11B2 detektiert. Dies diente spéter als
Orientierungshilfe, im welchem Bereich des Gels sich die auszuschneidende obere Bande

befindet (Abb.2B).
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' <= Oobere Bande
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Abb. 2 : Native Priparative Gelelektrophorese.

600 - 1000 ng Gesamtprotein des Erbsenrohextraktes wurden auf ein praparatives natives
PAGE der GroBe (16 x 20 x 0,15) cm® (ohne Kamm) aufgetragen. Das Trenngel war 7 %
und das Sammelgel 5 %. 2 cm breites Gelstiick wurde ausgeschnitten, auf NC-Membran
geblottet und nach Ponceaufarbung die Hauptbanden markiert. Das restliche Gel wurde
mit Coomassie geférbt (A). Die Membran (B) wurde in 3 Streifen geschnitten und in einer
Immunfarbung jeweils mit anti-plastiddre-Aldolase polyklonalen Antikérpern (1), TIM-
11B2 (2) und anti-cytosolische-Aldolase polyklonalen Antikdrpern (3) detektiert.

Nach der Elektroelution wurden die Eluate gegen 5 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,2 iiber
Nacht dialysiert. AnschlieBend wurde mit einer Mischung aus Methanol/Aceton (2:8)
gefallt.

3.1.3. Gelelektrophoretische Analyse und Immunodetektion des Eluat aus der

“oberen” Bande

Aliquots von je 5ul wurden entnommen, um in einer gelelektrophoretischen Analyse die
Ausbeute mit Hilfe eines BSA-Standards zu ermitteln (Abb.3). Neben der Bande bei 40
kDa erschien nach einer SDS-PAGE eine zusitzliche Bande bei 80 kDa, die mit einer

starkeren Intensitét hervortrat.
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Abb. 3 : Coomassie gefirbtes SDS-Gel (10 %) zur Analyse der Eluate aus der
“oberen” Bande. Jeweils 5 pl Aliquots der in 60 pl 1x SDS-Probenpuffer
aufgenommenen Prézipitate der Elektroeluate nach der Féallung mit Methanol/Aceton (2:8)
wurden aufgetragen. Zur Ermittlung Ausbeute wurden BSA-Standards von jeweils 100,
200, 300 und 400 ng (Bahn 5 - 8) mit aufgetragen. Bei den Bahnen 1 - 4 représentiert pro
Bahn ein Aliquot einer Elution der Proteinbande aus einem einzigen préparativen nativen

Polyacrylamidgel. Pfeil zeigt das interessierende Protein bei ca. 40 kDa.

Durch eine lineare Regression mit den BSA-Standards nach einer densitometrischen

Analyse des Coomassie gefdarbten Gels konnte eine Proteinmenge (Pfeil auf Abb.3 ) von

durchschnittlich 100 ng pro Bahn, somit eine Gesamtausbeute von ca. 1 ug pro

praparatives natives Gel, ermittelt werden. Daraus folgt, dass aus 0,6 - 1 mg

Gesamtprotein bis zu 1 pg des 40 kDa-Proteins aufgereinigt werden.

Mittels Immunfarbung (TIM-11B2) wurden die Eluate auf das Vorhandensein der oberen

Bande tiberpriift. Wie die Abbildung 4 zeigt, ist dies der Fall.
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Abb. 4: Immunfirbung des Eluats aus der oberen Bande mit TIM-11B2. 5 ul Aliquot
der in 60 pl 1x SDS-Probenpuffer aufgenommenen Prézipitate des Elektroeluats nach der
Féllung mit Methanol/Aceton (2:8) wurde aufgetragen (Bahn2). Als Positivkontrolle
diente eine Probe mit Proteinrohextrakt aus Erbse (Bahn 1).

3.2. Mikrosequenzierung des 40 kDa-Proteins aus der ,,oberen Bande*

3.2.1. Priparative SDS-PAGE und Blotten auf PVDF-Membran

Nachdem die erforderliche Menge an Protein erreicht wurde, wurden die gesammelten
Proben schlieBlich in einer priaparativen SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membran
geblottet, die dann nach 2.2.8.2. zur Vorbereitung fiir die Mikrosequenzierung behandelt
wurde. Abbildung 5 zeigt die PVDF-Membran nach Cystein-Derivatisierung und
anschlieender Coomassiefdarbung. Das 40 kDa-Protein der ,,oberen Bande* (Pfeil) wurde

ausgeschnitten und im Verdau mit LysC-Endopeptidase eingesetzt.
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Abb.5 : Coomassie gefirbte PVDF-Membran mit den Proteinproben fiir die
Mikrosequenzierung nach der Cystein-Derivatisierung. Es wurden pro Bahn (1 - 8)
jeweils aus zwei Elutionen zusammengefiihrte Proben aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte in einer SDS-PAGE (11%) bei 25 mA (Sammelgel) und 35 mA (Trenngel). Der
Transfer erfolgte iiber Nacht bei 5 V in einer ,,Tank-Blotting*“-Apparatur (Fa. Biorad) mit
Diinn-Carbonat + 0,025 % SDS als Puffer. Nach der Cystein-Derivatisierung wurde der
Blot nach dem Protokoll zur Farbung von PVDF-Blot fiir Mikrosequenzierung (2.2.8.2)
mit Coomassie geféarbt. Pfeil zeigt das 40 kDa-Protein der oberen Bande.

3.2.2. Verdau mit LysC-Endopeptidase und HPLC der Spaltprodukte

Nach Verdau mit LysC-Endopeptidase (s.2.2.8.3) wurden die Peptide mittels HPLC
(130A, Applied Biosystems) auf eine C4 Reverse-Phase-Siule (Vydac C4, 300 A
Porengrof3e, 5 mm PartikelgrofBe, 2,1 x 250 mm) aufgetrennt (Abb. 6). Ein Kontrollverdau
mit einem Membranstiick aus dem Originalblot, das kein Protein beinhaltete, wurde

parallel durchgefiihrt.
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Abb. 6 : Elutionsprofil der HPLC der Spaltpeptide. Die HPLC erfolgte auf eine
Reversed-Phase-Siule (Vydac C4, 300 A PorengroBe, 5 mm PartikelgroBe, 2,1 x 250
mm). Die bei 210 nm detektierten Peptide wurden mit einem linearen Gradienten (0 - 100
% B in 50 min; Losung A = Wasser/0,1 % TFA; Losung B = 70 & Acetonitril/0,09 &
TFA) bei einer Flufirate von 200 pl/min eluiert. A.U.F.S = 0,05. Es wurden die
kennzeichneten Peptidpeaks (Peaks #6, #15 und #18) sequenziert.

3.2.3. Ergebnisse der Mikrosequenzierung des 40 kDa-Proteins aus der oberen Bande

Die Sequenzierung der Peptidfragmente (s. Abb. 6) erfolgte mit Hilfe des 476A Protein
Sequencers von Applied Biosystem. Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der Sequenzierung.
Durch internetgestiitzte Sequenzhomologievergleiche konnten die Sequenzen als legitime
Produkte einer LysC-Spaltung in den Glutamin-Synthetasen GS1 (EMBL-Nr. AAA33669,
bzw. PIR-Nr. B28089) und GS3A (EMBL-Nr. AAB03492 bzw. PIR-Nr. S62711)

identifiziert werden.
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GS3A
GS1

Peak (Abb.6) Aminosiuresequenz

Peak #6 AFGRDVVEAX
GS1 "AFGRDVVEA'"
Peak #15 XE/Y(T)ADINVFX
GS3A “H E TADINVF®
Peak #18 Hauptkomponente ITAEYIXV(G)X
GS3A PITAEYIWVGY

Peak #18 schwache Nebenkomponente | DX E VIL

YDSEVIL"™
SDSEVIL"

Tabelle 2 : Mikrosequenzierung des 40 kDa-Proteins aus der oberen Bande.
Vergleiche wurden mit den Glutamin-Synthetase-Isoenzymen 1 und 3 A aus Pisum
sativum L. mit EMBL-Nr. AAA33669 und PIR-Nr. B28089 bzw. EMBL-Nr. AAB03492
und PIR-Nr. S62711durchgefiihrt. “A -- N7 : die Positionen der Aminosiure innerhalb
der Polypeptidsequenzen. Als X dargestellt sind nicht eindeutig zu identifizierende

Aminoséuren.

3.3. Klonierung von GS3A4, GS1, cALD2 und cALDI

Die durch die Mikrosequenzierung identifizierten Proteine sollten fiir weitere

Untersuchungen kloniert werden. Die cDNAs fiir cALD2, cALD1, GS3A und GSI1

dienten dazu, die fiir die Herstellung von Gensonden fiir Northern-Analyse benétigte

DNA zur Verfligung zu haben und auBerdem sollten dadurch auch die entsprechenden

rekombinanten Proteine in einem bakteriellen Expressionssystem iiberexprimiert werden

konnen. Dies erlaubte eine einfachere Reindarstellung der Proteine, die fiir weitere

immunbiochemischen Untersuchungen und fiir die Herstellung von polyklonalen

Antikorpern benétigt wurden.
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3.3.1. PCR zur Amplifikation der Gene aus Erbsen-cDNA

Zur Klonierung der Gene wurden die dazugehorigen DNA-Sequenzen, die in den
Datenbanken bereits erhiltlich sind, zu Hilfe gezogen. Es wurden Primer daraus abgeleitet
(Tab.3 ), die dann zur Amplifikation der entsprechenden Genen in einer PCR mit ds-
cDNA aus Erbsenkeimlingen als ,,Template* eingesetzt wurden. Die ds-cDNA wurde aus
der Gesamt-RNA aus den jiingsten Internodien von 5 Tagen alten Erbsenkeimlingen mit

Hilfe des SMART-Kits (Fa. Clontech) hergestellt (2.3.9).

Gene sense-Primer antisense-Primer Erwartete
Grofle

GS34 5'-AACCGCGTTCTTCTT 5'-TGGTGGTTGGAACTT 1093 bp
TTTCC-3' CATGG-3'

GS1 5'-GATTCATCATCCAAC 5-AAGAACACAAAGCCA 1253 b
GATCC-3' TGTCC-3' p

cALD?2 5'-GAATTCATGTCGCAC 5-CTCGAGAGAAGAAAC 1100 b
TTCAAGAGC-3' CAGCATTGAT-3' P

cALDI 5'-GAATTCATGTCTGCC 5'-CTCGAGAAGCTCTCC 1094 bp

TTTGTTGGAA-3'

ATTTAGAA-3

Tabelle 3 : Die Primer zur Amplifikation der Gene aus einer Erbsen-cDNA. Die
GS3A4- und GSI-Primer stammen aus den UTR-Bereichen der GS34-/GS1-cDNA. Die
cALD2- und cALDI-Primer wurden aus den kodierenden Bereichen abgeleitet, jeweils
mit den Schnittstellen EcoRl (sense-Primer) und Xhol (antisense-Primer) versehen
(unterstrichen). Siehe auch 2.1.4.

Fiir die Amplifikation der Gene fiir cALD1 und cALD2 wurden bei den Primern direkt
Restriktionsschnittstellen fiir EcoRI bzw. Xhol eingefiihrt, die spéter fiir die Klonierung
in den Expressionsvektor pET32(a+) bendtigt wurden. Im Falle von GS3A und GS1
wurde auf Restriktionsschnittstellen verzichtet, da eine spezifische Amplifikation zuerst
sehr wichtig war. Die fiir die Amplifikation der Gene fiir GS3A bzw. GS1 abgeleiteten
Primer stammen aufgrund der recht hohen Homologie in den 5'- bzw. 3' Enden aus den
nicht translatierten Bereichen der mRNA. Konnten mit diesen Primern die Gene

amplifiziert werden, so sollte fiir die Klonierung in den Expressionsvektor pET32(a+)
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neue mit spezifischen Schnittstellen versehene Primer hergestellt werden, mit denen in
einer weiteren PCR die kodierenden Regionen von GS3A bzw. GS1 amplifiziert werden

sollten.

Abb. 7a und 7b zeigen das Ergebnis der PCR-Amplifikation.

M21 1 2 3 4 mM211 2 3 4

Abb. 7a : PCR-Amplifikation der Gene fiir cALD 1(A) und cALD2 (B)

Die PCR wurde unter (2.3.10) angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Jeweils 5 pul des
PCR-Produktes wurde auf 1 % Agarosegel aufgetragen. M21 = M21-DNA-Marker mit
2617 bp, 1857 bp, 1246 bp, 1058 bp, 929 bp.

Bahn | Template Primer T,m | Bahn | Template Primer T ann
Al - 56°C | Bl - 58°C
A2 ds-cDNA cALDI1for/ 56°C | B2 ds-cDNA cALD2for/ | 58°C

A3 (Internodien) cALDlrev 58°C | B3 (Internodien) | cALD2rev | 60°C

A4 60°C | B4 62°C
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M21 1 2 3 4 5 6 7

Abb. 7b : PCR-Amplifikation der Gene fiir GS3A (1 -4) und GS1 (5-7)

Die PCR wurde unter (2.3.10) angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Jeweils 5 ul des
PCR-Produktes wurde auf 1 % Agarosegel aufgetragen. M21 = M21-DNA-Marker mit
2617 bp, 1857 bp, 1246 bp, 1058 bp, 929 bp.

Bahn | Template Primer T, | Bahn [ Template Primer Tann

1 - 57°C |5 - 57°C

2 GS3Aforl/ | 5S7°C | 6 ds-cDNA GSliforl/ | 57°C
ds-cDNA .

3 GS3Arevl |59°C |7 (Internodien) | GSlrevl | 59°C
(Internodien)

4 61°C

Wie die Abbildungen 7a und 7b zeigen, konnten die Gene fiir cALD1, cALD2, GS3A und
GS1 erfolgreich aus einem ,,Pool* von doppelstrangigen (ds-) cDNA aus den Internodien
von Erbsen-keimlingen in einer PCR isoliert werden. Die cDNA fiir cALD1 konnte bei
einer ,,Annealings“-Temperatur von 56 °C recht gut amplifiziert werden (Abb7a. A.). Die
detektierten Banden wurden jedoch mit erhohter Temperatur schwicher. Bei der
Amplifikation der cDNA fiir cALD2 konnte dagegen kein Unterschied bei der
,»Annealing“-Temperatur von 58 °C und 60°C festgestellt werden. Selbst bei der
,Annealing“-Temperatur von 62°C war die Schwichung der Bande nur unmerklich
(Abb7a. A). Bei GS34 ist eine abnehmende Intensitit der Bande mit steigender
,»Annealing“-Temperatur festzustellen (Abb. 7b). Die Bande der DNA fiir GS1 ist zwar
mit steigender Temperatur schwicher, die Amplifikation war jedoch im Vergleich zu der

von GS3A4 besser.
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3.3.2. Klonierung in pGemT

Die erhaltenen PCR-Produkte (Abb.7a und 7b) wurden in den Klonierungsvektor pGemT
(Fa.Promega) nach Herstellerangaben kloniert. Die positiven Klone wurden mit Hilfe
eines Restriktionsverdaus der durch Plasmid-Minipraparation aufgereinigten Plasmide mit
den Restriktionsendonukleasen Sstl und Sstll (2.3.3.1 und 2.3.7) bzw. durch Kolonie-PCR
(2.3.10.1) ermittelt. Die Plasmide aus den positiven Klonen wurden sequenziert (2.3.12).
Die anschlieBend durchgefiihrten internetgestiitzten Homologievergleiche der dadurch
erhaltenen Sequenzen bestdtigten die Identitit der inserierten Gene (siche Anhang 7.1). In
der Tabelle 4 werden die aus pGemT abgeleiteten Plasmide mit den klonierten Genen

aufgelistet, mit denen die weiteren Untersuchungen gemacht wurden.

Nr. Bezeichnung des Klons Insert
1 pcALD2c5 cALD?
2 pcALD1K14 cALDI
3 pGS3Ab3 GS34
4 pGS1d12 GS1

Tab. 4 : Die aus pGemT abgeleiteten Plasmide mit den klonierten Genen, die fiir die
weiteren Untersuchungen eingesetzt wurden.

3.3.3. Subklonierung in den Expressionsvektor pET32(a+)

Fiir Expressionsuntersuchungen und die weiteren immunbiochemischen Analysen der in
den Bakterien zu exprimierenden Genprodukte war eine Umklonierung der Gene in einen
geeigneten Expressionsvektor notwendig. Dazu wurde der Expressionsvektor pET32(a+)
mit dem E. coli -Stamm BLR (DE3) (Fa. Novagen) eingesetzt.

Die Gene fiir cALD1 und cALD2 wurden zwischen die Schnittstellen EcoRI und Xhol
kloniert. Die Gene fiir GS3A und GS1 wurden zwischen die EcoRI- und Sall-
Schnittstellen in den MCS des pET32(a+)-Vektors kloniert (GS/ und GS34 besitzen eine

interne Xhol-Schnittstelle). Dazu wurden in einer weiteren PCR die kodierenden Bereiche
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von GS34 bzw.GSI mit Hilfe der Primerpaare GS3Afor2/GS3Arev2 bzw.
GS1for2/GSl1rev2 (2.1.4) amplifiziert (Abb. 8) und die PCR-Produkte nach dem EcoRI-
/Sall-Verdau mit dem mit EcoRI-/Sall-verdauten pET32(a+)-Vektor ligiert (2.3.8.2).

Es wurden zuerst kompentente Zellen des E. coli -Stammes XL1Blue mit den
Ligationsansitzen transformiert (2.3.2.2), um die Plasmide zu etablieren. Zur Expression
der klonierten Genen wurden dann mit den erhaltenen positiven Plasmiden kompetente
BLR (DE3)-Zellen transformiert. Die aus diesen Klonierungen hervorgegangenen
Plasmide wurden bezeichnet : pET32cALD1, pET32cALD2, pET32GS3A und
pET32GS1.

M21 1 2 3 4 5 &

Abb. 8 : Agarosegel (1%) von PCR zur Amplifikation der Gene fiir GS1 und GS3A
fiir die Klonierung in den pET32(a+)-Vektor. Die PCR erfolgte unter den unter (2.3.10)
angegebenen Bedingungen. M21 = M21-DNA-Marker mit 2617 bp, 1857 bp, 1246 bp,
1058 bp, 929 bp, 498 bp, 383 bp.

Bahn | Template Primer Tam Bahn | Template Primer Tam
! GS3Afor2/ |3°C |4 55°C
o GS1for2/
2 pGS3Ab3 GS3Arev2 | 57°C 5 pGS1d12 57°C
GSlrev2
3 59°C 6 59°C
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3.4. Expression der rekombinanten cALD1, cALD2, GS3A und GS1 in E. coli

3.4.1. Induktion der Expression

In pET-Vektoren steht das zu exprimierende Gen unter einer Kontrolle eines starken
Transkriptions- und eventuell Translationssignals des Bakteriophagen T7; die Expression
erfolgt durch die im Genom des Bakterienwirtes lokalisierte mit IPTG induzierbare T7-
RNA-Polymerase. Im Falle von pET32cALD2 konnte nach 2 h ein Produkt bei ca. 56,5
kDa induziert werden (Abb.9, Pfeil). Dieses exprimierte Produkt ist ein Fusionprotein aus
der rekombinanten cytosolischen Aldolase 2 (38,5 kDa) und dem durch den Vektor
kodierten 18 kDa groBen Polypeptid, das aus Thioredoxin (Trx*Tag™;11,675 kDa), dem
SeTag™ und dem His*Tag"” zusammengesetzt ist. Im nicht induzierten Ansatz (Abb.9
Bahn 2 und 3) wurde das Fusionprotein in geringen Mengen exprimiert. Beziiglich der
Induktion der Expression des Genproduktes selbst wurden bei den eingesetzten IPTG-
Konzentrationen von 0,4 mM bzw. 1 mM keine Unterschiede festgestellt. Weiterhin
konnte bei einer langeren Induktionszeit von 3,5 h auch kein Unterschied in der

Expression festgestellt werden (Abb.9, Bahn 4, 5 und 6, 7).

——
66 -w— -

45— o

36 N— -
29 - -
- A

1 2 3 4 5

Abb. 9 : SDS-PAGE-Analyse der Expression der in pET32(a+) klonierten
cytosolischen Aldolase 2 (cALD2). Auf das SDS-Gel (11%) wurden Rohextrakte
aufgetragen, die aus Aliquots von Bakterienkulturen eines untransformierten Stammes
(Bahn 1), der zum Animpfen verwendeten Ubernachtkultur des mit pET32cALD2
transformierten BLR (DE3)-Stammes (Bahn2), einer Kultur vor der Induktion (Bahn 3),
2 h nach Induktion mit 0,4 mM (Bahn 4), mit 1 mM IPTG ( Bahn 5) und 3,5 h nach
Induktion mit 0,4 mM (Bahn 6) bzw. mit 1 mM IPTG (Bahn 7) aufbereitet wurden. Die
Mengen der aufgetragenen Proteine entsprachen den aus 10ul (Bahn 1-5) bzw. 5 ul
Aliquots der Bakterienkulturen priparierten Proteienmengen. Die Induktion erfolgte bei
30 °C.
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Abb. 10 zeigt das Ergebnis der Expressionsinduktion der in pET32(at) klonierten
cytosolischen Aldolase 1 (cALD1). Wie im Falle von rek. cALD2 konnte rek. cALD1 mit
dhnlicher Qualitét erfolgreich induziert werden. Im Gegensatz zu rek. cALD2 konnte hier
im nicht induzierten Ansatz keine unspezifische Expression des Proteins festgestellt

werden (Abb. 10 Bahn 1, 3 und 5).

Abb. 10. : SDS-PAGE-Analyse der Expression der in pET32(a+) klonierten
cytosolischen Aldolase 1 (cALD1). Auf das SDS-Gel (11%) wurden Rohextrakte
aufgetragen, die aus Aliquots von Bakterienkulturen eines mit pET32cALDI
transformierten Stammes vor der Induktion (Bahn 1,3,5), Klon M5 (Bahn2), Klon M6
(Bahn4) und Klon M9 (Bahn 6) jeweils 3 h nach Induktion mit 1 mM IPTG aufbereitet
wurden. Die Mengen der aufgetragenen Proteine entsprachen den aus 20ul Aliquots der
Bakterienkulturen préparierten Proteienmengen. Die Induktion erfolgte bei 30 °C. Der
Wirtstamm war E coli BLR (DE3).

Im Vergleich zu den rekombinanten cALD2 und cALDI1 wies die rekombinante GS3A
eine geringere Expressionsrate auf (Abb. 11, Pfeil). Dies konnte auch durch
Ubernachtinduktion bei 30°C nur unwesentlich gesteigert werden. Sowohl
unterschiedliche Konzentrationen an IPTG als auch unterschiedliche Volumina der
Kulturen zeigten keinerlei Effekte auf die Induktion der Expression (Abb.11). Die
erwartete Grofle des Fusionsproteins in diesem Fall ist (39,5 + 18) kDa= 57,5 kDa.
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Abb. 11. : SDS-PAGE-Analyse der Expression der in pET32(at+) Kklonierten
cytosolischen Glutaminsynthetase 3A (GS3A). Auf das SDS-Gel (11%) wurden
Rohextrakte aufgetragen, die aus Aliquots von Bakterienkulturen eines untransformierten
Stammes (Bahn 1), eines nur mit pET32(a+) transformierten Stammes (Bahn2), eines mit
pET32GS3A transformierten Stammes vor der Induktion (Bahn 3, 5, 7,9), in 50 ml Kultur
nach Ubernachtinduktion mit 0,4 mM (Bahn 4), mit 1 mM IPTG (Bahn 6), in 100 ml
Kultur nach Ubernachtinduktion mit 0,4 mM (Bahn 8) bzw. 1 mM IPTG (Bahn 10)
aufbereitet wurden. Die Mengen der aufgetragenen Proteine entsprachen den aus 20 ul
Aliquots der Bakterienkulturen priaparierten Proteienmengen. Die Induktion erfolgte bei
30 °C. Der Wirtstamm war E coli BLR (DE3).

Die Expression der rekombinanten GS1 wies starke Ahnlichkeit zu der Expession der
rekombinanten GS3A auf (Abb. 12, Pfeil). Das exprimierte Produkt ist (38,9 +18) kDa =
56,9 kDa groB.
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Abb. 12 : SDS-PAGE-Analyse der Expression der in pET32(a+) klonierten
cytosolischen Glutaminsynthetase 1 (GS1). Auf das SDS-Gel (11%) wurden
Rohextrakte aufgetragen, die aus Aliquots von Bakterienkulturen eines mit pET32GS1
transformierten Stammes vor der Induktion (Bahn 1), Klon J1 (Bahn 2), Klon J4 (Bahn 3),
Klon J8 (Bahn4) jeweils 3 h nach Induktion mit 0,4 mM IPTG in 50 ml Kultur, aufbereitet
wurden. Die Mengen der aufgetragenen Proteine entsprachen den aus 20 pl Aliquots der
Bakterienkulturen préparierten Proteienmengen. Die Induktion erfolgte bei 30 °C. Der
Wirtstamm war E coli BLR (DE3).
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3.4.2. Immunfirbung der rekombinanten Proteine mit TIM11-B2

Wie bereits erwédhnt erkennt der monoklonale Antikorper TIM11-B2 neben den
cytosolischen Isoenzymen 1 und 2 der Aldolase zusitzliche Polypeptide, deren
Charakterisierung iiber native Gelelektrophorese und anschlieende
Aminosduresequenzierung des eluierten Proteins im Rahmen dieser Arbeit zu den
Isoenzymen GS3A bzw. GS1 der cytosolischen Glutaminsynthetase gefiihrt hat. Die nun
in dem pET32(a+)-Vektor kloniert vorliegenden rekombinanten Proteine cALD1, cALD?2,
GS3A und GS1 sollten in der hier durchgefiithrten Immunfarbung auf ihre Erkennung
durch den monoklonalen Antikdrper TIM11-B2 getestet werden. Als Positivkontrolle
diente eine Probe eines Erbsenrohextraktes. Wie aus der Abb. 13 zu entnehmen ist,
erkennt TIM11-B2 unterschiedlich gut die rekombinanten Proteine. Ein sehr deutliches
Signal zeigt die rek.cALD2 (Bahn 2), gefolgt von rek. GS3A (Bahn 4) und rek. cALD1
(Bahn 3). Die Erkennung der rek. GS1 (Bahn 5) lieferte dabei das schwéchste Signal.
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Abb. 13. : Immunfirbung der in pET32(a+) klonierten cALD1, cALD2, GS3A und
GS1 mit TIM11-B2. Es wurde gleiche Menge der rekombinanten Proteine aufgetragen.
Die Proben wurden aus Aliqouts von IPTG induzierten E. coli- Kulturen des Stammes
BLR(DE3) aufbereitet, der mit mit pET32cALD2 (Bahn 2), mit pET32cALD1 (Bahn3),
mit pET32GS3A (Bahn 4) sowie mit pET32GS1 transformiert wurde. Als Positivkontrolle
wurden auf Bahn 1 ca. 15pg Proteinproben aus Erbsenrohextrakt aufgetragen. Die
Immunfarbung erfolgte nach dem unter 2.2.9.2. angegebenen Protokoll.
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3.5. Aufreinigung der rekombinanten GS3A und cALD2 zur Immunisierung von

Kaninchen

3.5.1. Aufreinigung von rek. cALD2 mittels HisBind-Siule

Es handelt sich hier um ein affinitdtschromatographisches Verfahren zur Aufreinigung des
Proteins an mit Ni*" beladenes Saulenmaterial. Das Protein wird iiber dessen aus 6xHis-
Resten bestehenden ,,Tag™ an das Sdulenmaterial fest gebunden und durch einen
Imidazolpuffer bestimmter Konzentration spezifisch eluiert.

Zur Aufreinigung von rek. cALD2 wurde eine 50 ml Bakterienkultur nach 3-stiindiger
IPTG-Induktion und anschlieBender Inkubation fiir 2 h bei 4°C geerntet und gemal
(2.2.1.2.) mittels Ultraschallbehandlung lysiert. Wie aus Abb. 14 ersichtlich, konnte zwar
ein bestimmter Teil der rek. cALD2 in 16slicher Form gewonnen werden (Bahn 1), der
groBter Teil davon (ca.75%) blieb jedoch ungeldst im Pellet (Bahn 2). Der Anteil an rek.
cALD?2 in der loslichen Fraktion, die aus der 50 ml Bakterienkultur gewonnen werden

konnte, betrug ca. 2 mg.

Abb. 14 : SDS-PAGE nach Zellaufschlufl zur Aufreinigung von rek. cALD2.
Aufgetragen wurden Proben aus dem Uberstand (Bahnl) und Pellet (Bahn 2) des
Zelllysats nach dem Zellaufschlu3verfahren mittels Ultraschall einer IPTG induzierten mit
pET32cALD?2 transformierten BLR(DE3)-Bakterienkultur. Das Gel wurde mit Coomassie
gefirbt.
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Mit dem gesamten l0slichen Protein wurde eine Affinitdtschromatographie mittels
HisBind-Séule durchgefiihrt. Wie die Abb. 15 zeigt, konnte das Protein schon mit 100 mM
Imidazolpuffer eluiert werden, mit dem weniger spezifisch gebundene Proteine in einem
weiteren Waschschritt aus der Sdule gewaschen werden sollten (Abb. 15, Bahn 2). Mit
einem Elutionspuffer mit 0,4 M Imidazol konnte der grofte Anteil des Proteins eluiert
werden (Bahn 3 und 4). Dabei wurde kein Unterschied in der Reinheit zwischen dem 0,1
M- und dem 0,4 M-Imidazoleluat festgestellt. Die Elution mit 1 M Imidazol lieferte nur

eine vergleichsweise geringe Menge an restlichen Protein (Bahn 5).

36 -
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Abb. 15 : Aufreinigung von rek. cALD2 iiber HisBind-Siule. Auf 5 ml mit Ni*"
beladenen HisBind-Sdule (NovaGen) wurden ca 2 mg Protein aufgegeben. Nach dem
Auftrag wurde die Sédule mit 10x Vol. Bindungspuffer und 6x Vol. Mit 60 mM
Imidazolwaschpuffer gewaschen. Bahn 1 = Uberstand nach der Lyse; Bahn 2 = Eluat aus
dem ,,Waschschritt“ mit 100 mM Imidazol; Bahn 3 = Eluat I mit 0,4 M
Imidazolelutionspuffer; Bahn 4 = Eluat II mit 0,4 M Imidazolelutionspuffer; Bahn 5 =
Eluat mit 1 M Imidazolelutionspufter.

Die Eluate wurden zusammengefiihrt, iiber Nacht gegen 20 mM Tris/HCI1 pH 7,4 dialysiert
und anschliefend mittels Centricon /Filtron-Concentrator aufkonzentriert. Die
Proteinbestimmung nach Bradford (2.2.3) lieferte eine Ausbeute von durchschnittlich 0,35

mg.

3.5.2. Versuch zur Enterokinasespaltung der rek. cALD2

Das aus der HisBind-Séule-Affinititschromatographie gewonnene Protein wurde anschlieBend der

Enterokinasespaltung unterzogen (2.2.2.2). Es wurden 7,5 pg rek.cALD2 mit 0,2 U Enterokinase
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unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen eingesetzt. Abb. 16 zeigt die Coomassie-
Farbung des SDS-Gels zur Analyse der Spaltung und die Immunfiarbungen derselben Proben mit
anti-HisTag-Anti-korper und einem polyklonalen Antikérper gegen cytosolische Aldolase
(Schnarrenberger, FU Berlin).
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Abb. 16 : Coomassie gefiarbtes SDS-Gels (A), Immunoblot mit anti-HisTag-
Antikérper (B) und Immunoblot mit anti-cytosolische-Aldolase-Antikorper (C) zur
Analyse der Enterokinasespaltung der rek.cALD2. Jeweils 1 ug (Bahn Al), 0,2 pg
Protein vor der Enterokinasespaltung (Bahn B1 und C1) und 2 pg Protein aus dem
Enterokinasespaltungsansatz (Bahn A2, B2 bzw. C2) wurden auf ein 15 %-iges Gel
aufgetragen. Die Immunfarbungen mit anti-HisTag-Antikorper (Pharmacia) und mit anti-
cytosolische-Aldolase-Antikdrper erfolgten nach (2.2.9.2).

Nach der Enterokinasespaltung entstand aus dem 56,5 kDa groflen rek.cALD2-
Fusionprotein eine Doppelbande, die beide sowohl von dem anti-HisTag-Antikorper als
auch dem anti-cytosolische-Aldolase-Antikorper detektiert wurden. Aus dieser
Doppelbande traten als Ergebnis der Spaltung des Vektor-,,Tags* aus dem Fusionprotein
zwei Banden bei 37 - 38 kDa auf (Bahn C2, Pfeil 1), die wegen des Fehlens des HiseTags
nicht mehr durch den anti-HisTag-Antikorper (Bahn B2), wohl aber durch den anti-
cytosolische-Aldolase-Antikorper (Bahn C2) erkannt wurden. Das bereits oben erwéhnte
bei 44 kDa befindliche Neben- bzw. Spaltprodukt der Expression des rek.cALD2-
Fusionproteins wurde, wie erwartet, vom anti-HisTag-Antikorper aber auch von dem anti-
cytosolische-Aldolase-Antikorper detektiert. Dieses wurde durch Enterokinase gespalten
und dessen Spaltprodukt erschien als diffuse Bande um 27 kDa (Bahn A2, Pfeil 2), von

der eines als ein deutliches Signal mit dem anti-cytosolische-Aldolase-Antikorper
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hervortrat (Bahn C2) und eine anderes etwas unterhalb des 29-kDa Markerproteins im
Immunoblot mit anti-HisTag detektierbar war. Das letztere konnte auf Spuren eines
Abbauproduktes zuriickzufiihren sein. Der aus dem Vektor stammende ,,Tag* erschien im

Immunoblot als ein deutliches Signal bei 18 kDa (Bahn B2).
3.5.3. Aufreinigung der rekombinanten GS3A

Die Expression der rekombinanten Glutaminsynthetase 3A in mit pET32GS3A
transformierten Bakterienkulturen fiihrte zur Bildung von Protein-Einschlusskorpern
(,,inclusion bodies*), die sich auch nach der Lyse der Zellen mittels Ultraschallbehandlung
nicht in Losung bringen lieBen (Abb. 17 ). Dadurch war eine Aufreinigung des
rekombinanten GS3A-Proteins tiber HisBind-Séule (2.2.2.1) und somit die Spaltung des

aus dem Vektor stammenden ,,Tags* durch Enterokinase unmoglich.
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Abb. 17 : SDS-PAGE nach Zellaufschluss zur Aufreinigung von rek. GS3A.
Aufgetragen wurden Proben aus dem Uberstand (Bahn 1) und Pellet (Bahn 2) des
Zelllysats nach dem Ultraschallzellaufschluss einer IPTG induzierten mit pET32GS3A
transformierten BLR(DE3)-Bakterienkultur. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt.

Auf eine Optimierung der Induktion der Expression und des Aufschlussverfahrens der
Bakterienzellen zur Erhohung der Loslichkeit des im Bakteriencytoplasma exprimierten
Genproduktes wurde verzichtet. Zur Herstellung des polyklonalen Antikorpers wurde statt
dessen das noch mit dem aus den Vektor stammenden ,,Tags* versehende Protein zur

Immunisierung von Kaninchen eingesetzt.

78



3. Ergebnisse

3.5.4. Aufreinigung von rek.cALD2 und GS3A mittels priparativer SDS-PAGE

Die Aufreinigung der rekombinanten cALD2 und GS3 A mittels préparativer SDS-PAGE
erfolgte nach 2.2.2.3. Abb. 18 zeigt ein solches préiparatives Gel nach Coomassie-Farbung,

nachdem die aufzureinigende Bande ausgeschnitten wurde.

Abb. 18 : Priparative SDS-PAGE zur Aufreinigung des rekombinanten Proteins. Bis
zu 500 pg Protein wurden auf ein 10 % Polyacrylamidgel mit einem breiten Kamm
aufgetragen und elektrophoresiert. Etwa 1 ¢cm aus den beiden Randern (1, 3) und aus der
Mitte des Gels (2) wurde ausgeschnitten und sofort mit 0,3 M CuCl, gefdarbt. Diese
gefirbten Gelstiicke halfen, die Position der auszuschneidenden Bande zu bestimmen. Auf
dem abgebildeten Gel wurde eine Probe mit der rek. GS3A aufgetrennt, die Bande (Pfeil)
ausgeschnitten und das Gel mit Coomassiie gefarbt.

Fiir jedes Protein wurden jeweils bis zu 6 praparativen SDS-PAGEs durchgefiihrt und die
Banden dann elektroeluiert (s. 2.2.7). Aliquots aus den Proteinldsungen wurden in einer
SDS-PAGE aufgetrennt, zum einen um die Reinheit der Préparation beurteilen zu kdnnen
und zum anderen um mit Hilfe von BSA-Verdiinnungen als Standards deren

Konzentrationen schlielich ermitteln zu kénnen (Abb.19).
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Abb. 19 : Coomassie-Firbung des SDS-Gels mit den Proteinproben fiir die
Immunisierung. Jeweils 2 pl (Bahn 1) und 4 pl (Bahn 2) des rek. GS3A-Proteins bzw.
5 pl (Bahn 3) und 10 pl (Bahn 4) des rek.cALD2-Proteins wurden auf ein 11%-Gel
aufgetragen. Als Standards dienten Proteinproben mit 0,5 pg (6), 1 pg (7), 1,5 pg (8) und
2 ng (9) BSA. Bahn 5 = hochmolekularer Molekulargewichtsmarker ,,Prestained Marker*
(Stratagene) mit 106/ 80/ 49,5/ 32,5/ 27,5/18,5 kDa.

Abb. 19 (Bahnen 1 - 4) bestitigt die Reinheit der Préparationen. AuBBerdem konnte iiber
eine densitometrische Analyse des Gels mit den BSA-Proben als Standards (Abb. 19 Bahn
6 - 9) fiir die rek. GS3A und die rek.cALD2 jeweils eine Proteinkonzentration von 0,4
pg/ul bzw. 0,2 pg/ul bestimmt werden. Die 500 pl Proteinldsungen fiir die Immunisierung
entsprachen somit einer Proteinmenge von jeweils 200 pg (rek. GS3A) bzw. 100 pg
(rek.cALD?2).

3.6. Herstellung von polyklonalen Antiseren

Fiir jedes Antigen wurde jeweils eine Doppelimmunisierung durchgefiihrt. Kaninchen Nr.
575 und 737 wurden jeweils mit 100 pg rek.cALD2 und Kaninchen Nr. 514 und 518 mit
200 pg rek GS3A immunisiert (s. 2.2.10.1). Schon nach einem einmaligen Immunisieren
lieferten die Kaninchen 575 und 737 Antiseren, die sehr spezifisch ein Protein bei ca. 40
kDa detektieren (Abb. 20). In der 4. Woche nach der Immunisierung zeigte sich eine
deutliche und spezifische Immunantwort (Abb. 20, Bahnen 3 und 7). Nach 6 Wochen
zeigten die Seren keine Kreuzreaktivititen und in beiden Fillen konnte bei einer

Verdiinnung von (1:2000) eine spezifische Erkennung im Immunoblot festgestellt werden.
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Abb. 20 : Immunfirbungen zur Bestimmung der spezifischen Erkennung der
polyklonalen Antiseren gegen cALD2 im Gesamtproteinextrakt aus Erbse. Die
Immunfébungen wurden nach (2.2.9.2) durchgefiihrt. Es wurden Seren vor der
Immunisierung (Bahnen 1 und 5), 2 Wochen (Bahnen 2 und 6), 4 Wochen (Bahnen 3 und
7) und 6 Wochen (Bahnen 4 und, 8) nach der Immunisierung getestet. Bahnen 1 - 4
wurden mit den Antiseren von Kaninchen ,,575" und Bahnen 5 - 8 mit den Antiseren von
Kaninchen ,,737" detektiert. Die Verdiinnungen der Antiseren waren 1:2000.

Das fiir die Immunisierung der Kaninchen ,,514" und ,,518" eingesetzte rekombinante
GS3A-Protein war im Vergleich zu der rek.cALD2 weniger immunogen. Mit den Seren
nach 6 Wochen Immunisierung konnte noch keine zufriedenstellende spezifische
Immunantwort erreicht werden. Die Immunfarbungen mit den Seren lief3 eine noch relativ
starke Kreuzreaktivitdt erkennen (Abb. 21a, Bahnen 2, 4). Aus diesem Grunde wurden
erneut immunisiert, diesmal jeweils nur mit der Hélfte der Proteinmenge (100 pg) und mit
einem inkompletten Freund‘schen Adjuvant. Den Verlauf der Immunantwort der zweiten
Immunisierung zeigen die auf Abb. 21b dargestellten Immunfarbungen. Schon 2 Wochen
nach der zweiten Immunisierung wurde die Erkennung einer Bande bei ca. 40 kDa

spezifischer, Kreuzreaktivititen wurden geringer (Abb. 21b, Bahnen 1, 5).
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Abb. 21 a : Immunfirbungen zum Testen der polyklonalen Antiseren gegen GS3A
nach der ersten Immunisierung. Dargestellt sind Immunférbungsstreifen mit den Seren
aus 4 Wochen (Bahnen 1 und 3) und 6 Wochen (Bahnen 2 und 4) nach der
Immunisierung. Bahnen 1 und 2 wurden mit den Antiseren von Kaninchen ,,514" und
Bahnen 3 und 4 mit den Antiseren von Kaninchen ,,518" detektiert. Die Verdiinnungen
der Antiseren waren 1:2000.
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Abb. 21 b : Immunoblots zum Testen der polyklonalen Antiseren gegen GS3A nach
der zweiten Immunisierung. Dargestellt sind Immunférbungsstreifen mit den Seren aus
2 Wochen (Bahnen 1 und 5), aus 4 Wochen (Bahnen 2 und 6), 6 Wochen (Bahnen 3 und
7) nach der zweiten Immunisierung und die ,,Endseren* (Bahnen 4 und 8). Bahnen 1 - 4
wurden mit den Antiseren von Kaninchen ,,514" und Bahnen 5 - 8 mit den Antiseren von
Kaninchen ,,518" detektiert. Die Verdiinnungen der Antiseren waren 1:2000. Als Antigen
diente ein Gesamtproteinextrakt aus Erbse.
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3.7. Immunfirbung des griinen Blattgewebes mit den anti-cALD2-Antikorpern

»375/737" und den anti-GS3A-Antikorpern ,,514/518"

Gesamtproteinextrakte aus griinen Erbsenblittern und aus etiolierten Keimlingen als
Kontrolle wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf NC-Membran transferiert und
sowohl mit anti-cALD2-Antikorpern ,,575/737" als auch mit anti-GS3A-Antikorpern
,»14/518" detektiert. Dabei zeigte es sich, dass die anti-GS3 A-Antikorper ,,514/518" auch
die plastididre Glutaminsynthetase erkennen (Bande bei 42 kDa, Abb. 22 Bahn 6 und 8,
Pfeil 1). Die Detektion mit anti-cALD2-Antikérpern ,,575/737" zeigte, dass diese
Antikorper nicht mit den ca. 37 kDa grof3en plastiddren Aldolasen (Abb. 22 Bahnen 1 - 4)

kreuzreagieren.

66 -
45 - «—1
o o N e - D w2
36 -
1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 22 : Immunodetektion des griinen Blattgewebes mit den polyklonalen anti-
cALD2-Antikérpern ,,575/737" und anti-GS3A-Antikérpern ,,514/518". Aufgetragen
wurden Gesamtproteinextrakte aus griinen Erbsenblittern (Bahnen 2, 4, 6, 8) und aus
etiolierten Erbsenkeimlingen (Bahnen 1, 3, 5, 7). Die Detektion erfolgte mit Antiserum
737 (Bahnen 1, 2), Antiserum 575 (Bahnen 3, 4), Antiserum 518 (Bahnen 5, 6) und
Antiserum 514 (Bahnen 7, 8). Die Seren wurden jeweils in (1:2000)-Vediinnung in
Blotto eingesetzt.
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3.8. Untersuchung der Spezifitit der polyklonalen Antiseren

Die Untersuchung der Spezifitit der polyklonalen Antiseren erfolgte durch Immunfarbung
mit in pET21(a+) exprimierten Proteinen als Antigenen. Die cDNA fiir cALD1, cALD?2,
GS1 und GS3A wurden zu diesem Zweck in die dem pET32(a+)-Vektor entsprechenden
Schnittstellen des pET(21a+)-Vektors subkloniert. Die BLR(DE3)-Klone mit den so
hergestellten Plasmiden wurden pET21cALDI1, pET21cALD2, pET21GS1 bzw.
pET21GS3A bezeichnet.

In zwei parallel durchgefiihrten Immunfidrbungen wurden Proben mit
Gesamtproteinextrakten aus den IPTG induzierten Bakterienkulturen der Klone
pET21cALD2, pET21cALDI, pET21GS3A und pET21GS1 jeweils mit den anti-GS3A-
Antikorpern ,,514" bzw. anti-cALD2-Antikérpern ,,575" detektiert. Aus den in Abb. 23
dargestellten Immunfarbungen geht hervor, dass die Antiseren jeweils flir das dazu
gehorige Antigen spezifisch ist. Es besteht keine Kreuzreaktiviét fiir das jeweils andere
Antigen. Wie zu erwarten, erkennen anti-GS3A-Antikorper sowohl GS3A als auch GS1
(Abb. 23 A) und anti-cALD2-Antikorper sowohl cALD2 als auch cALD1 (Abb. 23 B). In
einer Immunfirbung mit Gesamtproteinextrakt aus Erbse ist die durch den anti-GS3A-
Antikdrper markierte Bande also auf alle cytosolischen Isoenzyme der
Glutaminsynthetasen und die durch den anti-cALD2-Antikorper markierte Bande auch auf
alle cytosolischen Isoenzyme der Aldolasen zuriickzufiihren. Dies ist durch die relative

hohe Homologie zwischen den Isoenzymen auf der Proteinebene zu erkléren.
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Abb. 23 : Charakterisierung der Spezifitiit der polyklonalen Antikérper anti-GS3A
und anti-cALD2. Aufgetragen wurden Gesamtproteinextrakte aus IPTG-induzierten
Klonen pET21cALD2 (Bahn 1), pET21cALD1 (Bahn 2), pET21GS3A (Bahn 3) und
pET21GS1 (Bahn 4). Die aufgetragenen Proteinmengen entsprachen jeweils den aus ca.
10 ul Kultur aufbereiteten Mengen. Blot A wurde mit anti-GS3A-Antiserum ,,514"
(1:2000 in Blotto) und Blot B mit anti-cALD2-Antiserum ,,575" (1:2000 in Blotto)
detektiert.

Mit den Antiseren aus den Kaninchen ,,518" (anti-GS3A-Antikérper ,,518") und ,,737"
(anti-cALD2-Antikorper ,,737") wurden analog auch Immunfirbungen durchgefiihrt

(Daten nicht gezeigt). Das Ergebnis war identisch.

3.9. Immuncytochemische Untersuchungen mit polyklonalen Antikorper 575/737 und
514/518

Die immuncytochemischen Untersuchungen von Ultradiinnschnitten aus apikalen
Internodien in indirekten Immunogoldmarkierungen mit TIM-11B2 ergab, dass
hauptsdchlich im Cytoplasma und vereinzelt auch im Zellkern von Epidermis- bzw.
Parenchymzellen Goldmarkierungen gefunden wurden. Nach vorheriger Behandlung der
Ultradiinnschnitte mit Na-Perjodat trat neben einer Goldmarkierung im Cytoplasma und
Zellkern auch eine Markierung in den Zellwidnden auf (Sprunck, 1996). Es konnte
allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die Markierung auf unspezifische Bindungen

des TIM-11B2 zuriickzufiihren sein konnte, da durch die starke Oxidation des
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Zellwandmaterials mit Perjodat auch unspezifische Bindungsstellen fiir den Antikdrper
entstanden sein konnten.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die in dieser Arbeit hergestellten polyklonalen
Antikorper auch als Erstantikdrper in weiteren indirekten Immunogoldmarkierungen
eingesetzt werden konnen. Diese immuncytochemischen Experimente sollten Hinweise
darauf geben, welches der TIM-11B2-Antigene die von Sprunck detektierten

Goldmarkierungen verursacht hat.

Es wurden Ultradiinnschnittpréparate aus den apikalen Internodien von etiolierten
Erbsenkeimlingen angefertigt und in eine Immunogoldmarkierung eingesetzt. Als
Kontrollen wurden Markierungen mit Prdimmunserum und dem sekundidren Gold-
Konjugat durchgefiihrt, um mogliche unspezifische Reaktion des Praiimmunserums und
des Gold-Konjugats zu erfassen. Die Markierung erfolgte gemif3 (2.2.11.2) und nach
Kontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat wurde unter dem Elektronenmikroskop

ausgewertet. Abb. 24 und 25 zeigen das Ergebnis dieser Untersuchung.
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Abb. 24 : Immunogoldmarkierung von Ultradiinnschnitten aus apikalen Internodien
etiolierter Erbsenkeimlinge. A = Kontrollmarkierung mit ,,575"-Prdiimmunserum + Ziegen-anti-
Kaninchen- Goldkonjugat, B = Kontrolle nur mit Ziegen-anti-Kaninchen-Goldkonjugat allein und
C =Markierung mit dem polyklonalen anti-cALD2-Antikdrper (,,575"-Antiserum) + Ziegen-anti-
Kaninchen- Goldkonjugat. cyt = Cytoplasma, zw = Zellwand, vak = Vakuole, iz = Interzellulare.
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m.l;- mem = 0,1 pm

Abb. 25 : Immunogoldmarkierung von Ultradiinnschnitten aus apikalen Internodien
etiolierter Erbsenkeimlinge nach Perjodat-Behandlung. A = Kontrollmarkierung mit ,,575"-
Praimmunserum + Ziegen-anti-Kaninchen- Goldkonjugat, B = Kontrolle nur mit Ziegen-anti-
Kaninchen-Goldkonjugat allein und C = Markierung mit dem polyklonalen anti-cALD2-
Antikorper (,,575"-Antiserum) + Ziegen-anti-Kaninchen- Goldkonjugat. cyt = Cytoplasma, zw =
Zellwand, vak = Vakuole, cu = Cuticula, iz = Interzellulare.
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Es zeigte sich eine spezifische Goldmarkierung im Cytoplasma (Abb. 24 C). Eine
quantitative Auswertung der Markierungsdichte mehrerer EM-Bilder lieferte fiir das
Cytoplasma einen Wert von 17 Goldpartikel/um?. In den Vakuolen und im Apoplasten
wurden keine Markierungen gefunden. Die bei den Kontrollen mit dem ,,575"-
Praimmunserum selten anzutreffende Markierung des Cytoplasmas und der Zellwand
(Cytoplasma = 0,4 Goldpartikel/um” und Zellwand = 0,8 Goldpartikel/um?) konnte einer
unspezifischen Markierung zugeschrieben werden. Mit 1,25 Goldpartikel/um?® bzw.
0,7 Goldpartikel/um? lagen die Werte fiir den Zellkern bzw. die Zellwand im Bereich der
Kontrolle. Eine weitere Kontrolle mit nur dem Ziegen-anti-Kaninchen-Goldkonjugat
allein flihrte zu keiner Markierung der untersuchten Ultradiinnschnitte (Abb. 24B & 25B).
Eine weitere Immunogoldmarkierung nach vorheriger Behandlung mit Na-Perjodat
lieferte dasselbe Ergebnis (Abb. 25). Die fiir das Cytoplasma berechnete
Markierungsdichte (13 Goldpartikel/um?) lag in demselben Bereich wie die der
Markierung mit dem ,,575"-Antiserum ohne vorherige Perjodat-Behandlung.

Die Versuche, die ,,514/518"-Antiseren in die Immunogoldmarkierungsexperimenten
anzuwenden, schlugen fehl (Daten nicht gezeigt). Es konnte keine {iber die untersuchten
Ultradiinnschnitte gleichméBig verteilte Markierung erreicht werden. Eine eventuelle
Optimierung der Versuche iiber eine vorherige Aufreinigung der polyklonalen Antikorper
(Keckwick-Féllung, Protein-A/G-Sepharose-Chromatographie) konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

3.10. Northern-Analysen

Die immunbiochemisch erhaltenen Daten beziiglich der Korrelation des durch den
Antikorper TIM-11B2 hervorgerufenen Signals mit dem Streckungswachstum der
Erbsenkeimlinge sollten nun molekularbiologisch mittels Northern-Analysen verifiziert
werden. Als Pflanzenmaterial wurden 12 Tage etiolierte Erbsenkeimlinge verwendet. Die
untersuchten Gewebesegmenten sind in Abb. 27 C dargestellt.

Die DNA-Sonden wurden in einer PCR durch Markierung mit Digoxygenin-11-dUTP
hergestellt. Die die kodierenden Bereiche flankierenden Oligonukleotide, die auch zur

Amplifikation der entsprechenden Gene benutzt wurden (2.3.10) dienten als Primer. Als
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DNA-Vorlage (,,template”) wurden pGemT-Plasmide eingesetzt, in denen die jeweiligen
Gene kloniert wurden (s. Tab 4).

Die Agarosegele mit den PCR-Produkten aus der Sondenherstellung sind auf Abb. 26
dargestellt. Die deutlichen Unterschiede in Laufverhalten zwischen markierten und nicht
markierten DNA-Fragmenten zeigen den Erfolg der Markierung. Die PCR-Produkte mit
den DNA-Sonden wurden aus dem Agarosegel aufgereinigt (2.3.3.3), um nicht
eingebautes Digoxygenin-11-dUTP und eventuell vorhandenen DIG-markierten
Kontaminationen aus den PCR-Anséitzen zu entfernen. Fiir die Hybridisierung wurden die
DNA-Sonden in einer Konzentration von ca. 25 ng/ml, je nach GroBe des Blots in

zwischen 7,5 - 10 ml DIG Easy Hyb, eingesetzt.

M21 1 2 1 2 M21

Abb. 26 : PCR zur Herstellung der DIG-markierten Sonden. (A) cALD2, 1 + 2 =
unmarkierte Kontrollen, 3 + 4 = DIG-markierte Sonden. (B) cALDI, (C) GS34, (D) GSI
1 = unmarkierte Kontrollen, 2 = DIG-markierte Sonden.
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3.10.1. Northern-Detektion mit GS3A4- und cALD2-Sonde

Bei der Detektion mit der GS34-Sonde wurden die stidrksten Signale in basalen
Gewebesegmenten, ndmlich in dem ersten Internodium und Nodium des Keimlings
gefunden. In den iibrigen Gewebesegmenten einschlieBlich der meristemalen Sprof3spitze
und der sich noch elongierenden jiingsten Internodien blieben die Signalintensitdten der
GS3A-mRNA einigermallen konstant und waren schwécher als im basalen Bereich (Abb.
27). Die Rehybridisierung des Blotes mit der cALD2-Sonde lieferte ein komplett anderes
Bild (Abb. 28). Hier wurde in dem ersten éltesten Internodium kaum cALD2-mRNA mehr
detektiert, wahrend in der SproB3spitze und im dem jiingsten Internodien das Signal am
starksten war. Die Signale der cALD2-mRNA in dem 2. und 3. Internodium traten mit
etwa gleicher Intensitdt auf, waren jedoch deutlich schwécher als in der Sprof3spitze und

in dem 4. Internodium. Die Nodien lieferten das schwichste Signal.
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Abb. 27 : Northern-Detektion mit GS3A-Sonde. Pro Bahn wurden 10 pg Gesamt-RNA
aus Gewebesegmenten etiolierter Erbsenkeimlinge aufgetragen. A. Mit der GS3A-Sonde
detektierter Blot und das dazu gehorige denaturierende Agarosegel. B. Densitogramm. C.
Schematische Darstellung der untersuchten Gewebe eines Keimlings. ap = Apices
(SproBspitze), i4 = 4. Internodium, i3 = 3. Internodium, n2,3 = 2. + 3. Nodien, 12 = 2.
Internodium, n1 = 1. Nodium und i1 = 1. Internodium.
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Abb. 28 : Northern-Detektion mit cALD2-Sonde. Pro Bahn wurden 10 pg Gesamt-
RNA aus Gewebesegmenten etiolierter Erbsenkeimlinge (s.Abb. 27 C) aufgetragen. ap =
Apices (SproBspitze), i4 = 4. Internodium, i3 = 3. Internodium, n2,3 = 2. + 3. Nodien, i2
= 2. Internodium, nl = 1. Nodium und il = 1. Internodium. A. Mit der cALD2-Sonde
detektierter Blot und das dazu gehdrige denaturierende Agarosegel B. Densitogramm.

3.10.2. Northern-Detektion mit GSI- und cALDI1-Sonde

Die auf Abb. 29 dargestellte Northern-Detektion mit der GS/-Sonde reflektiert die
Expression von GS/ in Erbsenkeimlingen. Die GS/-mRNA wurde am stédrksten in dem
jiingsten Internodium detektiert. Relativ stark trat das Signal im 3. Internodium auf, fiel
dann in basaler Richtung allméhlich ab und war dennoch in dem 1. Internodium noch

deutlich detektierbar. In den Nodien waren die Signalintensitdten im allgemeinen auch
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deutlich schwécher als in den Internodien. Die Signalintensitdt in der SproBspitze

entsprach etwa 50 % der in dem jiingsten Internodium auftretenden.

Y Kl e GS1
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Abb. 29 : Northern-Detektion mit GS7-Sonde. Pro Bahn wurden 10 pg Gesamt-RNA
aus Gewebesegmenten etiolierter Erbsenkeimlinge (s.Abb. 27 C) aufgetragen. ap = Apices
(SproBspitze), i4 = 4. Internodium, i3 = 3. Internodium, n2,3 = 2. + 3. Nodien, i2 = 2.
Internodium, nl = 1. Nodium und il = 1. Internodium. A. Mit der GS1-Sonde
detektierter Blot und das dazu gehorige denaturierende Agarosegel B.
Densitogramm.

Die Detektion mit der cALD1-Sonde lieferte die starksten Signale in der SproBspitze und
dem jlingsten 4. Internodium. Am schwichsten waren die Signale in dem 3. Internodium
und dem 1. Nodium des Keimlings (Abb. 30). Im Gegensatz zu Detektion mit der cALD2-

Sonde, wo in dem &ltesten ersten Internodium kaum cALD2-mRNA zu detektieren war
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(Abb. 28), konnte cALDI-mRNA hier mit etwa 50 % der relativen Intensitéit detektiert

werden.

ap 4 i3 n23 i2 nm i1 A
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B

Abb. 30 : Northern-Detektion mit c4LD1-Sonde. Pro Bahn wurden 10 pg Gesamt-RNA
aus Gewebesegmenten etiolierter Erbsenkeimlinge (s.Abb. 27 C) aufgetragen. ap = Apices
(SproBspitze), i4 = 4. Internodium, i3 = 3. Internodium, n2,3 = 2. + 3. Nodien, i2 = 2.
Internodium, nl = 1. Nodium und il = 1. Internodium. A. Mit der cALDI-Sonde
detektierter Blot und das dazu gehorige denaturierende Agarosegel. B. Densitogramm.
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4. DISKUSSION

Die vorangegangenen immunbiochemischen Untersuchungen mit dem monoklonalen
Antikorper TIM-11B2 zeigten eine differentielle Regulation der Expression seines
Antigens (Sprunck, 1996). Das Vorkommen des Antigens steht in einer moglichen
Korrelation mit dem Streckungswachstum von Erbsenkeimlingen. Dabei blieb zunéchst
unklar, ob das Auftreten des Antigens Ursache oder Folge des Streckungswachstum ist.
Die Charakterisierung des TIM-11B2-Antigens mittels immuno-magnetischer
Separations-Methode fiihrte zu dem cytosolischen Isoenzym der Fructose-1,6-Biphosphat
Aldolase (E.C. 4.1.2.13). Aus den Immunodetektionen sowohl nach nativen als auch
zweldimensionalen PAGE ging auflerdem hervor, dass TIM-11B2 noch zusétzliche
Polypeptide erkennt. Diese Proteine werden nicht von einem gegen die cytosolische
Aldolase gerichteten Antikorper detektiert. Die Aufgabe dieser Doktorarbeit bestand
darin, die weiteren Antigene des TIM-11B2-Antikdrpers zu charakterisieren, deren
mogliche Funktion zu untersuchen und die bisher immunbiochemisch erhaltenen Daten

molekularbiologisch mittels Northern-Analyse zu verifizieren.

4.1. Aufreinigung eines weiteren Antigens von TIM-11B2

Fiihrt man eine Proteinelektrophorese unter nativen Bedingungen bei einem bestimmten
pH-Wert durch, so werden die Proteine aufgrund ihrer intrinsischen Ladungen aufgetrennt
(Schigger & von Jagow, 1991; Schéagger ef al.1994). Native PAGE werden durchgefiihrt,
wenn biochemische Aktivititen bzw. die native Struktur der aufgetrennten Proteine
erhalten bleiben sollen. So kdnnen z.B. Enzym-Aktivitdt-Tests nach einer nativen PAGE
auf dem Gel durchgefiihrt werden (Gabriel & Gersten 1992). Unter den unter 2.2.5.2.
angegebenen Bedingungen lassen sich die TIM-11B2-Antigene voneinander trennen
(Abb. 1). Die untere Bande entsprach der bereits isolierten cytosolischen Aldolase. Zur
Charakterisierung des weiteren Antigens von TIM-11B2, der oberen Bande, wurde ein
Aufreinigungsverfahren entwickelt, das eine Aminosiduresequenzanalyse ermdglichen

sollte.
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Der Gesamtproteinextrakt fiir die Aufreinigung wurde aus 7 d alten etiolierten
Erbsenkeimlingen hergestellt (2.2.1.1). Die nach Bradford (2.2.3.1) oder Esen (2.2.3.2)
ermittelte Konzentration des Proteinrohextraktes lag in der Regel im Bereich zwischen 0,4
bis 1 mg/ml. Die préparative native PAGE erfolgte nach 2.2.5.2 und dabei wurde maximal
bis 1 mg Gesamtprotein pro Gel aufgetragen. Mit Hilfe von TIM-11B2 detektierten
Immunoblotstreifen, auf denen die Hauptproteinbanden nach Ponceau-Féarbung markiert
waren, konnte der Bereich der oberen Bande auf dem Coomassie gefarbten nativen Gel

lokalisiert werden.

Die Elektroelution fiihrte nach der Féllung mit Methanol/Aceton-Mischung zur Bildung
eines Prézipitats, das auch in SDS-Probenpuffer selbst nach 5 minutigen Denaturieren bei
95°C sich nicht 16sen lieB3. Dieses Prézipitat konnte dann durch Verwendung von 50 mM
NH,HCO,/0,1 % SDS als Elutionspuffer vermieden werden. In diesem Fall wurden die
gesammelten Eluate gegen 5 mM NH,HCO, bei mehrmaligem Pufferwechsel dialysiert,
um die Salzkonzentration in der Probe nach der Aufnahme in 1x SDS-Proben-Puffer so

gering wie moglich zu halten.

Aus 0,6 - 1 mg Gesamtproteinextraktes konnten bis zu 1 pg des 40 kDa-Proteins
aufgereinigt werden (Abb.3). Da fiir die Mikrosequenzierung ca. 10 pg Protein benotigt
wurden, mussten fiir die Mikrosequenzierung 16 praparative native PAGEs durchgefiihrt
werden. Die Coomassiefarbung der Eluate (Abb. 3) zeigte eine zusitzliche Bande bei 80
kDa, die mit einer stirkeren Intensitit hervortrat. Es handelt sich hier um ein Protein, das
unter nativen Bedingungen der Gelelektrophorese gleiche Wanderungseigenschaften im
Gel zeigt wie das 40 kDa-Protein aus der ,,oberen Bande* und nun unter denaturierenden
Bedingungen als individuelles Polypeptid auftrat. Es wire auch denkbar, dass die beiden
Proteine unter nativen Bedingungen interagieren bzw. als ein Komplex vorkommen
konnten. In einer Immunodetektion des Elektroeluates mit TIM-11B2 wird nur das 40
kDa grof3es Protein erkannt (Abb. 4).

Fiir die anschlieBende Mikrosequenzierung wurden die zusammengefiihrten
Proteinldsungen in einer praparativen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-

Membran transferiert. Direkt nach dem Blotten wurde die Membran einer
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Cysteinderivatisierung unterzogen (Friedman et al. 1970; Fullmer, 1984; Tarr et al.,
1983). Dieser Schritt ist wichtig, da Cystine und Cysteine leicht zur Cysteinsdure oxidiert
bzw. zu einer Vielfalt von nicht-reaktiven Derivaten modifiziert werden koénnen, dass
deren Nachweis in der Aminosiuresequenzierung dadurch erschwert wird (Fullmer,
1984). Nach Farbung der PVDF-Membran mit Coomassie wurden die Proteinbanden
ausgeschnitten und zur Sequenzierung eingesetzt. Die Sequenzierungen wurden von Dr.
F. Buck (Institut fiir Zellbiochemie und Klinische Neurobiologie des
Universititskrankenhauses Eppendorf der Universitdt Hamburg) durchgefiihrt.

Im Vergleich zur klassischen 2D-PAGE konnte mit dieser Auftrennungsmethode schnell

die notwendigen Mengen an Proteinen fiir die Sequenzierung gewonnen werden.

4.2. Identifizierung der ,,oberen Bande“ als Glutaminsynthetase

Bei der Mikrosequenzierung des mittels immunomagnetischer Separations-Methode
isolierten TIM-11B2-Antigens wurde festgestellt, dass eine N-terminale Blockierung
vorlag (Sprunck, 1996). Die Sequenzierung konnte also nur mit internen
Peptidfragmenten nach Spaltung des Proteins mittels Endopeptidase Lys-C durchgefiihrt
werden. Daher wurde in diesem Fall ebenfalls direkt eine Spaltung mit Lys-C
durchgefiihrt. Nach der Trennung der Spaltprodukte mittels HPLC (Abb. 6) konnten

mehrere Peptide erfolgreich sequenziert werden (Tab. 2).

Mit den erhaltenen Mikrosequenzen wurde in Peptidsequenz-Datenbanken BLAST (NCBI)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ nach Homologien zu bekannten Proteinen gesucht.
Das Peptid AFGRDVVEA (Abb. 6 Peak #6, und Tab. 5) konnte eindeutig als
Spaltungsprodukt des Isoenzyms GS1 (EMBL-Nr. AAA33669, bzw. PIR-Nr. B28089) der

cytosolischen Glutamin-Synthetase (EC 6.3.1.2) identifiziert werden. Das aus dem Peak
# 15 sequenzierte Peptid E/Y(T)ADINVF wurde als ETADINVF mit 100 %-iger
Homologie in den Sequenzen von GS3A (EMBL-Nr. AAB03492 bzw. PIR-Nr. S62711)
und GS3B (EMBL-Nr. AAB03493) gefunden. Ebenfalls aus GS3A bzw. GS3B stammen
das Peptid ITAEYIXV(G) (Peak #18, Hauptkomponente), wobei das bei der
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Sequenzierung nicht identifizierte Aminosdure X sich als Trp (= W) herausstellte (Tab. 5).
GS3A und GS3B sind ebenfalls cytosolische Glutamin-Synthetasen, die aufgrund einer
99%-igen Homologie ihrer Aminosduresequenzen auch als ,,Zwilling“-GS genannt
werden (Walker ef al. 1995). Das Peptid aus der Nebenkomponente des Peaks #18,
DXEVIL, muss sowohl GS3A/GS3B als auch GS1 zuzuordnen sein. Diese
Aminosduresequenz ist allerdings auch in der Sequenz der chloroplastiddren Glutamin-
Synthetase (GS2) zu finden (Tab. 5). Aufgrund der durch SDS-PAGE bestétigte Reinheit
der in der Mikrosequenzierung eingesetzten Proben (Abb. 3 und 5) kann eine

Kontamination durch GS2 jedoch ausgeschlossen werden.

Peptid | I AEYI XVG AFGRDVVEA

GS3A 19% 5 % % % * \\f % (88%) 166% \k % % | * D (67%)
GS3B 19% % % % % * W * (88%) 166% \y* % % | * D* (67%)
GS1 185 % o % % \\Y * (77%) 165% % % * % * % * % (100%)
GS2 28 x ok ke x k N * (77%) 175Gk % % % | SDA (100%)
Peptid Y/ ETADI NVF DXEVI L

GS3A 207% % % % % % % % (100%) 67% Sk * * * (83 %)
GS3B 297% % % % % % % % (100%) 67% Gk * *x % (83 %)
GS1 296% * % * * x T* (87%) 66% Gk * * * (83 %)
GS2 306% * * Gk * [y (77%) 76% Gx % * % (83 %)

Tab. 5 : Aminosiure-Mikrosequenzen von vier Peptidfragmenten im Vergleich mit
korrespondierenden Sequenzen verschiedener Isoenzyme der Glutamin-Synthetasen
der Erbse. Cytosolisch sind GS3A (EMBL-Nr. AAB03492), GS3B (EMBL-Nr.
AABO03493) und GS1 (EMBL-Nr. AAA33669). GS2 (EMBL-Nr. AAA33653 ) ist
chloroplastidir lokalisiert. '°N: Position der Aminosiure innerhalb des Proteins. Die
Homologie der Aminosduren zu den Mikrosequenz-Peptiden wurden in (%) angegeben
(nach BLAST (NCBI)).

4.3. Multispezifitiit des monoklonalen Antikorpers TIM-11B2 und Lokalisation eines
potentiellen Epitops

Die Isotypbestimmung klassifizierte den Antikorper TIM-11B2 als einen Antikorper des
IgM-Typus mit leichten Ketten des A-Typus (Reinard 1992; Reinard et al. 1994). Die
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Identitidt sowohl der leichten als auch der schweren Kette als A- bzw. p-Kette wurde
auBerdem durch Sequenzierung der flir das Fab-Fragment kodierenden cDNAs aus dem
Hybridomaklon TIM-11B2, welche in den pComb3-Vektor kloniert wurden, bestétigt
(Rosidi, 1994 und unpublizierte Daten; Wagner, 1998). Die Moglichkeit, dass es sich bei
TIM-11B2 nicht um ein mono- sondern um einen diklonalen Antikdrper handelt erscheint
daher sehr unwahrscheinlich. Zwar besitzt ein monoklonaler Antikdrper eine hohe
Spezifitit flir das Epitop, doch ist dies nicht immer der Fall. Es wurde ndmlich beobachtet,
dass monoklonale Antikdper oft keine absolute Monospezifitit zeigen, also keinesfalls
frei von Kreuzreaktionen sind (Wilson, 1988). Lane und Kaprowski berichteten 1982 {iber
eine Reihe von kreuzreaktiven monoklonalen Antikdrpern und untersuchten die dafiir

verantwortlichen Mechanismen (Lane & Kaprowski, 1982).

Auf die Wahrscheinlichkeit der Interaktionen, die sich aus der Ahnlichkeit der
kreuzreaktiven Molekiile ergeben, oder auf die polyfunktionellen Charakteristika der
Antikorperbindestelle basierend unterteilten Ghosh und Campbell die kreuzreaktiven
Interaktionen in drei Gruppen. Das resultierende Modell umfaflit eine Reihe von
Antikorperkreuzreaktionen, die zwischen Antigenen stattfinden konnen, die 1) identische
Epitope, 2) partiell identische Epitope , und 3) vollstdndig nicht identische Epitope teilen.
So finden sich Kreuzreaktionen meistens, wenn ein der Antigene eine hohe Epitopdichte
aufweist wie z.B. bei einem aus sich wiederholenden Einheiten bestehenden Antigen (z.B.
DNA, Aktin, Myosin, Vimentin) und wenn der Antikorper multivalent ist, so dass eine
unechte Wechselwirkung mit niedriger intrinsischen Affinitdt durch lokale
Konzentrationseffekte verstirkt wird, wie im Fall von Antikorpern der Klasse [gM (Ghosh
& Campbell 1986). Dies ist dadurch zu erklédren, dass IgM-Molekiile im frithen Stadium
der Immunantwort produziert werden und in der Regel niedrigere Affinitit als diejenigen
Ig-Molekiile aufweisen, die spiter erscheinen. Aufgrund ihrer pentameren Struktur
besitzen IgM-Molekiile jedoch bis zu zehn funktionellen Bindungsstellen pro Molekiil und
weisen somit eine sehr hohe Gesamt-Aviditit auf als die hoher affinen, spiter gebildeten
IgG-Molekiile. Deswegen kann IgM sehr gut funktionieren, auch wenn jede seiner
Bindungsstellen eine relativ niedrige Affinitdt aufweist (Alberts ef al. 1990). Tatsdchlich

gehoren die meisten bisher publizierten kreuzreaktiven Antikorper zum Isotypus Ig M. Es
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wurde deswegen empfohlen, IgG tiber IgM produziende Klone zu selektionieren, wenn
Spezifitit angestrebt ist (Gosh & Campbell, 1986).

Bei der Charakterisierung von Epitopen unterscheidet man zwischen kontinuierlichen und
diskontinuierlichen Epitopen. Als kontinuierliche Epitope werden kurze lineare
Peptidfragmente eines Antigens bezeichnet, die in der Lage sind, die gegen das intakte
Protein gerichteten Antikorper zu binden. Diskontinuierliche Epitope dagegen bestehen
aus nicht in einer Sequenz aufeinander folgenden Resten, die aber durch Faltung der
Polypeptidkette zusammengebracht werden (Palfreyman, 1993). Es wird heute allgemein
akzeptiert, dass ca. 90 % der gegen ein Protein gerichteten Antikorper fiir
diskontinuierliche Epitope spezifisch sind, was erkldrt, warum diese Antikorper
normalerweise nicht mit linearen aus dem Antigen abgeleiteten Peptidfragmenten
reagieren kdnnen. Bei der Vorhersage von Epitopen in Proteinen gibt es dennoch keine
andere Alternative, als sich auf Versuche zu beschrinken, die Identifikation von
kontinuierlichen Epitopen vorherzusagen, da die Vorhersage der dreidimensionalen
Struktur von diskontinuierlichen Epitopen aus dem Wissen der priméren Struktur leider
nicht moglich ist (van Regenmortel, 1993).

Die monoklonale Antikdrper TIM-11B2 erkennt sowohl cytosolische Aldolasen als auch
cytosolischen Glutamin-Synthetasen. Es miissten also gemeinsame Epitope auf beiden
Enzymen existieren, die diese Erkennung verursachen. Hierbei ist noch einmal zu
erwdhnen, dass es sich hier um kontinuierliche oder diskontinuierliche Epitope handeln
konnen bzw. eine Kombination von beiden. Da die Vorhersage von diskontinuierlichen
Epitopen das Vorhandensein von strukturellen 3D-Daten der Antikdrper-Antigen-Bindung
voraussetzt, beschriankt sich der Versuch, die moglichen TIM-11B2-Epitope auf diesen
Proteinen zu lokalisieren, auf Vorhersageverfahren von kontinuierlichen Epitopen. Hierzu
wurden mit den Aminosduresequenzen der Proteine die Hydrophilie-Plots nach Kyte-
Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982), die Antigenizitdtsindexe nach Jameson-Wolf (Jameson
& Wolf, 1988) und die Oberflichenwahrscheinlichkeit-Plots nach Emini (Emini, 1985)
mit Hilfe des Programms Protean™/Lasergene (DNA-Star) ermittelt. AuBerdem wurden
die Aminosduresequenzen mittels des Programms MegAlign/DNA-Star sowie des

Pogramms DIALIGN 2.1 (Morgenstern, 1999; http://bibiserv.techfak.uni-

bielefeld.de/dialign/) miteinander verglichen.
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Der Sequenzvergleich mittels des Programms MegAlign/ DNA-Star zeigte lediglich eine
Ubereinstimmung von 10-12 %. Ein hoher Grad an Homologie ist jedoch nicht
notwendigerweise entscheidend, um gleichzeitig von einem monoklonalen Antikdrper
erkannt werden zu konnen, wenn man bedenkt, dass ein Fragment von nur etwa 5-6
Aminosduren ausreichend sein kann, um als Epitop auf einem Antigen erfassbar zu
werden (Peters & Baumgarten, 1988). Das ,,Alignmnet” der Aminosiuresequenzen von
cALDI1, cALD2, GS1, GS3A und GS3B mittels des Programms DIALIGN 2.1 zeigte, dass
innerhalb der Sequenzen dieser Proteine am N-terminalen Ende gewisse Gemeinsamkeiten
vorhanden sind (s.Anhang 7.2.). Wurden die Daten aus den Hydrophilie-Plots,
Antigenizitdtsindexen und Oberflachen-Wahrscheinlichkeit-Plots miteinander verglichen
und dabei das Ergebnis des Alignments hinzugezogen, so konnte ein Bereich von maximal
8 Aminosiuren auf den Aminosduresequenzen eingegrenzt werden, die untereinander

recht homolog sind und eine Uberlappung ihrer Antigenizititswerte aufweisen (Abb. 31).

** *x%* %
CcALD1 100 PG KVDKGWELA GIDGETTTOG FDSLGAR--- -------
CALD2 101 PG KVDKGTVELA GIDGETTTOG LDALGAR--- -------
GS3A 41 PGP VSDPAKLPKW NYDGSSTNQA PGKDSEVI LY PQAI FKD
GS3B 41 PGP VSDPAKLPKW NYDGSSTDQA PGKDSEVI LY PQAI FKD
GS1 40 PGP VTDPSELPKW NYDGSSTGOA PGQDSEVI LY PQAI FKD

Abb. 31 : Lokalisation eines potenticllen TIM-11B2-Epitops auf den Sequenzen von
cytosolischen Aldolasen (cALDI1, cALD2) und cytosolischen Glutamin-Synthetasen
(GS1, GS3A/B). Der Bereich besteht aus 8 Aminoséuren, die indentisch (D, G, T, ), fast
identisch (7/S) oder dhnlich sind (E/S, T/ND, G/A). Eine Ausnahme findet sich bei GS1
mit einem G in der Position 6. Stern (“* *) kennzeichnet Positionen mit hochster
Homologie.

Dieses potentielle Epitop wird in den Positionen 1, 2, 5 und 6 aus vollstindig identischen
Aminoséuren (Asp, Gly, Thr, Gln) zusammengesetzt. Die librigen Aminoséduren sind in
ihren Eigenschaften sehr dhnlich (Position 4 : Thr bei cALD1/2 und Ser bei GS1/3A/3B)
oder weisen polare bzw. hydrophile Eigenschaften auf (Position 3 : Glu bei cALD1/2 und
Ser bei GS1/3A/3B und Position 6 : Thr bei cALD1/2 und Asn bzw. Asp bei
GS3A/GS2B). Eine Ausnahme macht die GS1, bei der in der Position 6 dieses
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mutmaBlichen Epitops statt polare/hydrophilen Aminosduren ein Gly-Rest zu finden ist.
GS1 wird durch TIM-11B2 allerdings auch nur sehr schlecht erkannt (Abb. 13). In der
Position 8 befinden sich unpolare/hydrophobe Glycin bzw. Alanin-Reste.

Nicht jeder Aminosdurerest eines vermeintlichen Epitops muf3 notwendigerweise mit dem
Paratop interagieren (van Regenmortel, 1993). Es ist jedoch denkbar, das die Aminosdure-
Reste D, G, T und Q in der Sequenz DGETTTQGim Wesentlichen zusammenwirkend das
Epitop fiir TIM-11B2 darstellen konnen und die {librigen Aminosdurereste fiir die
Antikorper-Antigen-Erkennung vermutlich unwesentlich sind. Die Lokalisation solch
eines kontinuierlichen Epitops ist das, was Vorhersageverfahren fiir antigene

Determinante derzeit ermoglichen.

Die Erkennung von GS1/3A/3B durch den monoklonalen Antikdrper TIM-11B2 konnte
aber eventuell auch eine ,,unerwiinschte* Kreuzreaktivitit des Antikorpers sein, die auf
eigentlich niedrig affine Bindung zurtlickzufiihren ist, die aber durch die multivalente I[gM-
Natur des Antikorpers verstirkt erscheint. Dies konnte die im Vergleich zu rek. cALD2
etwas schwiéchere Erkennung von rek. GS3A durch TIM-11B2 (Abb. 13) erkléaren.
AuBerdem konnte in Experimenten mit rekombinanten Antikdrpern gezeigt werden, dass
Phagenantikorper, die aus TIM-11B2 abgeleitete F, -Fragmente auf ihrer Oberfliche
exprimierten, die rek. cALD2 erkannten, nicht aber die rek. GS3A (eigene unpublizierte
Daten). Ein Fab-Fragment besteht aus der leichten Kette (V, - und C; -Region ) und der
V; - und C,;1-Region der schweren Kette des Immunglobulins, und besitzt somit nur eine
einzige antigenbindende Stelle (Porter, 1973). Das Fehlen eines verstdrkenden Effektes
in einem pentameren IgM-Molekiil des TIM-11B2 konnte die Nicht-Erkennung der rek.
GS3A durch den rekombinanten Antikorper erkliren.

4.4. Klonierung und heterologe Expression der von TIM-11B?2 detektierten Antigene

Die Klonierung der Gene diente einerseits dazu, die DNA-Vorlage zur Herstellung von
entsprechenden Sonden zur Verfligung zu haben. Andererseits sollten die rekombinanten

Proteine in E. coli tiberexprimiert und fiir immunbiochemische Untersuchungen und
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Immunisierung von Kaninchen eingesetzt werden.

Die Klonierungen der Gene fiir cALDI1, cALD2, GS1 und GS3A gingen von einem
,P0ool“ von doppelstrangigen cDNA aus, der im Rahmen einer Herstellung von cDNA-
Bank aus 5d alten etiolierten Erbsenkeimlingen mit Hilfe des ,,SMART-Kits“ (Fa.
Clontech) gewonnen wurde (2.3.9). Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dass bei der
cDNA-Herstellung wéhrend der Erststrangsynthese eine bekannte SMART-
Oligonukleotidsequenz an das 5'-Ende angehdngt wird, wodurch das komplette Ende der
cDNA und deren 7-Methylguanosin-Cap-Struktur erhalten bleiben. Die vollstindige
doppelstrangige cDNA (ds cDNA) wird in einer ,,Jong-distance* PCR (LD-PCR) unter
Verwendung der SMART-5"-und 3'-Primer, deren Sequenz den definierten 5'- und 3'-
Enden der Erststrang-cDNA entsprechen, amplifiziert (CLONTECHniques, 1996). Mit
dieser ds-cDNA als DNA-Vorlage wurden die cDNA fiir cALDI, cALD2, GSI und
GS3A mit Hilfe von spezifischen Primern in PCR-Reaktionen amplifiziert (2.3.10). Die
Primer wurden aus den jeweiligen, in den Gendaten-Banken erhéltlichen ¢cDNA-
Sequenzen abgeleitet. Die Wahl der als Primer eingesetzten Oligonukleotide wurde mit
Hilfe des Programms OMIGA 1.1 (Oxford Molacular Groups, Ltd.) durchgefiihrt, mit dem
bei einer bekannten DNA-Sequenz optimale Primerpaare fiir Amplifikation bestimmter
Fragmente ermittelt werden konnen. Im Falle von cALDI und cALD2 konnten
Primerpaare generiert werden, welche genau die codierenden Bereiche flankieren und
somit zur Amplifikation dieser geeignet waren. Fiir die Amplifikation von GS7 und GS34
stammten die vorgeschlagenen Primerpaare aus den UTR-Bereichen (Tab. 3). In der

Tabelle 6 sind die EMBL-Acc.-No. der verwendeten cDNA-Sequenzen aufgelistet.

cDNA EMBL-Acc.-No.
cALDI X89828
cALD?2 X89829
GS1 M20663
GS34 U28924

Tab. 6 : Die zur Herstellung der Primer verwendeten cDNA-Sequenzen mit den
dazugehorigen EMBL-Acc.-No.
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In optimierten PCRs konnten die Gene fiir cALD1, cALD2, GS3A und GS1 erfolgreich
amplifiziert werden (Abb. 7a und 7b). Diese wurden in den pGemT-Vektor kloniert und
durch Sequenzierung verifiziert. Fiir die Uberexpression der Gene wurden die DNA-
Fragmente in den pET32(a+)-Vektor subkloniert (s. 3.3.3). In diesem Expressionsvektor
wird das rekombinante Protein N-terminal als Fusionsprotein mit Thioredoxin
(TrxeTag™) exprimiert. Die Fusion mit Thioredoxin sollte eine Erhéhung der Loslichkeit
des rekombinanten Proteins im Cytoplasma von E. coli bewerkstelligen. Beim
Thioredoxin handelt es sich um ein 11 675 Da gro3es Thiolgruppen-haltiges,
reduzierendes Protein, das die Cysteinreste der Cytosolproteine in der reduzierten (-SH)
Form hélt und somit verhindert, dass sich S-S-Bindungen (Disulfidbriicken) ausbilden
(Alberts et al. 1990). Die N-terminal zwischen Trx und dem Zielprotein gelegenen
SeTag™ und His*Tag"® dienen der Aufreinigung bzw. der Immunodetektion des
rekombinanten Proteins. Durch das Vorhandensein einer Spaltstelle fiir Enterokinase

konnen diese ,,Tags““aus dem Fusionprotein erfernt werden.

Unter den gewdhlten Induktionsbedingungen waren die Expressionsergebnisse
unterschiedlich (s. 3.4.). So konnte sowohl bei rek. cALD1 als auch rek. cALD2 eine sehr
gute Expression erzielt werden (Abb. 9 & 10), wihrend bei rek. GS1 und rek. GS3A die
Expressionsrate geringer ausfiel (Abb. 11 & 12). Unterschiedliche Konzentrationen an
applizierten IPTG, unterschiedliche Volumina der Bakterienkulturen und unterschiedliche
Dauer der Induktion konnten das Ergebnis der Expression nicht beeinflussen. AuB3erdem
wurde festgestellt, dass zu etwa 25 % die rek. cALD2 in I6slicher Form im
Bakteriencytoplasma exprimiert und der Rest als ,,inclusion bodies* angelegt wurde. Bei
rek. GS3A wurde sogar der Hauptanteil ausschlieBlich als ,,inclusion bodies* exprimiert.

(Abb. 14 & Abb. 17).

Geringere Expressionsrate konnte auf das seltene Vorkommen bestimmter tRNAs in E.
coli zuriickzufiihren sein, das mit der Bevorzugung der Verwendung bestimmter
genetischen Codes (,,codon usage bias®) in E. coli korreliert (Ikemura, 1985). Dieses
konnte bei erhohter Wachstumsrate auBlerdem zur Bildung von ,,unfertigen Proteinen

oder zum Einbau von falschen Aminosduren fiihren, die infolge von fehlerhafter Faltung
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zur Bildung von Proteinaggregaten (,,inclusions bodies®) im Cytoplasma der
Bakterienzellen neigen. Die mitinduzierte, His-Tag-haltige Bande bei etwa 44 kDa (Abb.
14 - 17) konnte z.B. auf solche unvollstiandig synthetisierten Proteine zuriickzufiihren sein.
Aus diesen genanten Griinden ist eine Induktion der Expression bei niedrigerer
Temperatur (25°C, oder 15°C) und langere Inkubationsdauer zu empfehlen, da durch
verlangsamtes Wachstum die Wahrscheinlichkeit, dass das rekombinante Protein korrekt
synthetisiert wird, steigt. Ferner kann das zu exprimierende Gen fiir das in E. coli
bevorzugte ,,codon usage* synthetisch und mittels PCR optimiert werden, um das Problem
des ,,codon usage bias* umgehen zu konnen (Hua ef al., 1996). Alternativ konnen BIAS-
optimierte Bakterienstimme (Stratagene) eingesetzt werden. Die Seltenheit bestimmter
tRNAs in E. coli kann weiterhin durch Co-Transformation mit Plasmiden, die fiir die

seltenen tRNAs codierende Gene tragen, kompensiert werden (Baca & Hol, 2000).

Die Bildung von ,,inclusion bodies* ist ein weit verbreitetes Problem der heterologen
Expression eukaryotischer Gene in E. coli (Taylor et al., 1986; Schein, 1990). Diese
Aggregation unldslicher und inaktiver Proteine kann durch unpassende Protein-Protein-
Wechselwirkungen verursacht werden, die - wie bereits erwédhnt - aufgrund inkorrekter
Faltung der Proteine zustande kommen. Die Riickfaltung biologisch aktiver Proteine aus
»inclusion bodies* ist moglich, stellt aber eine schwierige Aufgabe dar (Hua et al.,1996;
Hua, 1997). In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Proteinriickfaltungsverfahren

entwickelt (Rudolph und Lilie, 1996; Mukhopadhyay, 1997).

Im dem vorliegenden Fall der Expression von rek. cALD1/2 bzw. rek. GS1/3A wurden auf
weitere Optimierungsversuche verzichtet, da die geplanten Experimente keine biologisch
aktiven Proteine voraussetzten (s. unten). Zur Uberpriifung der Erkennung der
rekombinanten Proteine durch den monoklonalen Antikérper TIM-11B2 wurden Aliquots
eines Gesamtproteinextrakt aus einer induzierten Bakterienkultur verwendet. Die
Immunfirbung zeigte, dass alle getesteten rekombinanten Proteine durch TIM-11B2
erkannt wurden (Abb. 13). Die Erkennung der rek. cALD2 ergab das stirkste Signal,
gefolgt von rek. GS3A, rek. cALD1 und schlieBlich rek. GS1. Mit diesem Immunoblot ist

eindeutig bestdtigt worden, dass diese Proteine gemeinsam die Antigene des

106



4. Diskussion

monoklonalen Antikérper TIM-11B2 darstellen. Aufgrund einer 99%-igen Homologie
zwischen GS3A und GS3B auf der Aminosdureebene (Walker, et al 1995) kann man
davon ausgehen, dass auch GS3B von TIM-11B2 erkannt wird, was somit die von
Sprunck gezeigte Detektion von 3 bis 5 Proteinspots in Immunférbung nach 2D-PAGE
erklart (Sprunck, 1996). Der deutliche Unterschied der Signalintensitét bei der Detektion
durch TIM-11B2 zwischen cALD?2 einerseits und den anderen TIM-11B2-Antigenen
andererseits leitet zu der bereits erwidhnten Hypothese, dass cALD2 moglicherweise das
eigentliche Antigen von TIM-11B2 darstellen konnte, wihrend die Erkennung der anderen
Antigene aber von kreuzreaktiver Natur ist, die aufgrund der decameren

Antigenbindestellen des IgM-Molekiils akkumulativ hervortritt.

4.5. Herstellung von polyklonalen Antikorpern

Gegen zwei Vertreter der TIM-11B2-Antigene, die cytosolische Aldolase 2 (cALD?2)
sowie die cytosolische Glutaminsynthetase 3A (GS3A) sollten polyklonale Antikorper in
Kaninchen hergestellt werden. Das Ziel war, verschiedene polyklonale Antikorper zur
Verfiigung zu haben, die jeweils spezifisch nur das gegen sie gerichtete Antigen erkennen.
Mit Hilfe dieser Antikdrper sollten immunbiochemische und anschlieBend
immucytochemische Untersuchungen durchgefiihrt werden, um die aus fritheren
Untersuchungen mit den monoklonalen Antikorper TIM-11B2 erhaltenen Daten zu

differenzieren.

Zur Immunisierung sollten die rekombinanten Proteine, die rek. cALD2 bzw. die rek.
GS3A, eingesetzt werden. Das urspriingliche Ziel war, aus diesen rekombinanten
Proteinen ,,tag“-freie Proteine durch Spaltung mit Enterokinase herzustellen, und sie fiir
die Immunisierung zu verwenden. Die Aufreinigung iiber Ni**-geladene His-Bind-
Affinititssdule hat sich im Falle von rek. GS3A aus dem Griinde eriibrigt, da das
rekombinante Protein unldslich als ,,inclusion bodies* exprimiert wurde (Abb.17). Im
Falle von rek. cALD2 konnte mit Hilfe von Ni**-geladenen His-Bind-Affinititssiule das
rekombinante Protein erfolgreich aus der 16slichen Proteinfraktion aufgereinigt werden.

Ein Problem stellte jedoch noch das Vorhandensein eines His-Tag-haltigen, 44 kDa

107



4. Diskussion

groflen Nebenproduktes dar (Abb. 15), das auf ein proteolytisches Abbauprodukt oder auf
unvollstindig synthetisierte Proteine zurlickzufiihren sein konnte (s. 4.3). Der Versuch der
Enterokinasespaltung erwies sich als ineffizient. So konnte unter den von dem Hersteller
angegebenen Standardbedingungen keine vollstindige Spaltung erzielt werden (Abb. 16).
Mehr als die Hélfte der eingesetzten Proteinmenge blieb ungespalten. Aullerdem war eine
unspezifische Spaltung zu beobachten, die sich durch das Auftreten von Doppelbanden
sowohl bei dem Fusionprotein (bei ca. 56 kDa) als auch bei dem Spaltprodukt (bei 37 - 38
kDa) &duBlerte (Abb. 16). Die von der Enterokinase erkannten Spaltstellen sind
DDDDK9(Collins-Racie et al, 1995) und GGGGK9(Carter, 1990). Unter den
Bedingungen einer ,,over digestion wird statt dieser konventionellen Spaltstellen an der
Sequenz EEER9 gespalten (Furumoto, 1999). Diese genannten Spaltstellen sind jedoch in
der Aminosduresequenz von cALD2 nicht zu finden. Es wiére denkbar, dass eine
Kontamination durch andere Proteasen, z.B. aus E. coli, vorgelegen haben konnte, die

diese zusédtzlich beobachtete Spaltungsaktivitdt verursacht hat.

Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde die weitere Strategie geéndert. Es sollte nun mit
den Fusionproteinen, d.h. den noch mit den durch den pET32(a+)-Vektor codierenden
,»lags® versehenden Proteinen, immunisiert werden. Die Immunisierungen mussten mit
denaturierten Proteinen durchgefiihrt werden, da deren Aufreinigung nur unter
denaturierten Bedingungen mdglich war. Die Aufreinigungsschritte umfassten eine
praparative SDS-PAGE mit dem Gesamtextrakt bzw. den in SDS-Probenpuffer geldsten
,.inclusion bodies‘ aus induzierten Bakterienkulturen, das Ausschneiden der Proteinbande
aus dem Polyacrylamidgel und anschlieend die Elektroelution der Proteine. Es wurden
jeweils bis 6 pdparative SDS-PAGE fiir jedes Protein durchgefiihrt. Pro Elektrophorese
wurden jeweils 500 pg aufgetrennt. Da der verwendete Elutionspuffer 0,1 % SDS (in 25
mM Tris/192 Glycin) enthielt, mussten die Proteinlosungen fiir die Immunisierungen in
PBS umgepuffert werden. Die Elektroelutionen, die Dialysen und anschlieendes
Konzentrieren bzw. Umpuffern der Losungen waren mit Verlusten verbunden, dass die
Ausbeute am Ende der Préparation nur zwischen 0,5 und 1 mg Protein lag. Die Reinheit

der aufgereinigten Proteine wurden mittels SDS-PAGE bestitigt (Abb. 19).
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Die Produktion der polyklonalen Antikdrper erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. J. Maef3
vom Institut fiir Versuchtierkunde und Zentrales Tierlaboratorium der Medizinischen
Hochschule Hannover. Es wurden jeweils mit 100 pg rek.cALD2 (Kaninchen Nr. 575 und
737) und 200 pg rek GS3A (Kaninchen Nr. 514 und 518) immunisiert. Nach der ersten
Immunisierung zeigten die Antiseren ,,575/737" in einer Immunfirbung mit
Gesamtproteinextrakt aus Erbsenkeimlingen als Antigen eine spezifische Erkennung einer
Proteinbande bei ca. 40 kDa (Abb. 20). Die nach dem Boost gewonnenen Finalantiseren
(Anti-cALD2 polyklonale Antikdrper) wurden fiir die weiteren immunbiochemischen
Experimente verwendet. Die Qualitdt der Antiseren ,,514/518" nach der ersten
Immunisierung war nicht zufriedenstellend. Der detektierte Hintergrund war sowohl bei
dem Antiseren ,,514" als auch ,,518" noch relativ stark (Abb. 21a). Deshalb folgte eine
weitere Immunisierung mit je 100 pg rek. GS3A und anschlieBendes Boost nach weitere
6 Wochen (Harlow & Lane, 1988). Nach der zweiten Immunisierung konnte eine
deutliche Erhohung der spezifischen Erkennung der Antiseren ,,514/518" erzielt und

keinerlei unspezifische Hintergrundmarkierung mehr detektiert werden (Abb. 21b).

Zur weiteren Uberpriifung der Spezifitit wurden die polyklonalen Antikdrper in
Immunfiarbungen getestet, in denen als Antigene rekombinante Proteine verwendet
wurden, die in pET21(a+) exprimiert worden waren. Die als Fusionproteine mit
Thioredoxin exprimierten rek. cALD2 und rek. GS3A sind hierzu aufgrund dieses
gemeinsamen durch den Vektor pET32(at+) kodierten ,,Tags* nicht geeignet. In dem
Vektor pET21(a+) wird das exprimierte Genprodukt N-terminal nur mit einem aus 11
Aminosduren bestehenden T7+Tag fusioniert, das in pET32(a+) nicht vorkommt. Dieses
T7+Tag sollte fiir die Immundetektion nicht stéren. Die Abbildungen 23A und 23B zeigen
eindeutig, dass die polyklonalen Antikorper jeweils fiir ihr Antigen spezifisch sind. Wie
erwartet, erkennen sie zusétzlich zu ithren Antigenen auch jeweils die dazugehorigen
Isoformen. So erkennt der Anti-GS3A-Antikorper ,,514" neben GS3A auch GS1 (Abb.
23A) und der Anti-cALD2-Antikdrper ,,575" neben cALD2 auch cALD1 (Abb. 23B).
Dies ist durch die hohe Homologie der Aminosduresequenzen dieser Isoformen
untereinander zu erkldaren. GS3A und GS1 sind zu 89 % zueinander homolog (Tingey et

al., 1988). Zwischen cALD1 und cALD?2 ist die Homologie mit 77 % ebenso hoch. Auch
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Immunfarbungen mit dem Anti-GS3A-Antikérper ,,518" bzw. dem Anti-cALD2-
Antikorper ,,737" fiihrten zu dem gleichen Ergebnis.

Ein weiterer Test wurde mit einem Gesamtproteinextrakt aus Erbsenblittern als Antigen
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Anti-GS3A-Antikoérper ,,514" und ,,518" in den
Proben aus Erbsenbléttern ein weiteres Protein bei 42 kDa erkennen. Die Markierung
dieser Bande war jedoch deutlich schwicher als bei der darunter liegenden, auf
GS1/GS3A zuriickzufiihrenden Bande (Abb. 22). Aufgrund der GroB8e handelt es sich hier
mit hoher Wahrscheinlichkeit um die chloroplastididre Glutaminsynthetase (GS2). GS2
sind auf Aminosdureebene zu 73 % homolog zu GS3A und zu 78 % homolog zu GS1
(Tingey et al., 1988). Auch in den Proben aus Erbsenblittern wurde durch die Anti-
cALD2-Antikorper ,,575/737" nur eine einzige Bande (cALDI1/2) erkannt. Eine
Kreuzreaktivitdt mit den plastiddren Aldolasen (plALD1/2, 37 kDa) war also nicht
festzustellen. Demnach miissten die Anti-cALD2-Antikorper ,,575/737" also spezifisch
Epitope erkennen, die moglicherweise nicht in den chloroplastidéren Aldolasen vorhanden

sind.

4.6. Immuncytochemische Untersuchungen

Bei den immuncytochemischen Untersuchungen zur zellularen Lokalisation der TIM-
11B2-Antigene wurden Goldmarkierungen im Cytoplasma und vereinzelt auch im
Zellkern detektiert. Nach Vorbehandlung der Ultradiinnschnitte mit Na-Perjodat wurden
zusitzlich dazu auch Markierungen in der Zellwand festgestellt (Sprunck, 1996). Es
wurde diskutiert, dass die Zellwandmarkierung nach der Perjodat-Behandlung durch
,2Demaskierung* der Epitope von moglicherweise zellwandlokalisierten TIM-11B2-
Antigenen zustande kommen konnte. Nicht ausgeschlossen wurde allerdings auch die
Moglichkeit, dass durch die starke Oxidation des Zellwandmaterials mit Perjodat
unspezifische Bindungsstellen fiir den IgM-Antikérper TIM-11B2 entstanden sein
konnten (Sprunck, 1996).

Mit den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Anti-cALD2-Antikérpern ,,575/737" und

Anti-GS3A-Antikorpern ,,514/518" sollten weitere immuncytochemische Experimente
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durchgefiihrt werden, um die vorherigen mit TIM-11B2 erhaltenen Ergebnisse zu
verifizieren. Die Antiseren wurden ohne weitere Aufreinigungen in der

Immungoldmarkierung eingesetzt.

Cytosolische Glutaminsynthetase 1 & 3A/B

Die immuncytochemische Markierungen mit dem Anti-GS3A-Antikdrper wurden sowohl
mit mit dem Antiserum ,,514" als auch dem Antiserum ,,518" durchgefiihrt. In beiden
Féllen konnte keine gleichméBige Verteilung der Goldmarkierungen iiber das gesamte
Prédparat erreicht werden. So wurden stellenweise Anhdufungen von Goldpartikeln
gefunden, die nicht charakteristischerweise bestimmte zellulare oder subzellulare
Strukturen markierten (Daten nicht gezeigt). Wéhrend in den Kontrollen allein mit dem
Ziegen-Anti-Kaninchen-Goldkonjugat keine Markierung festgestellt wurde, waren in
einigen Prdimmunserum-Kontrollen hingegen auch gebundene Goldpartikeln
unspezifischerweise zu beobachten. Die Vorbehandlung der Ultradiinnschnitte mit Na-
Perjodat fiihrte diesbeziiglich zu keiner Verdnderung.

Die Erklirung ist in erster Linie in der Qualitédt der Antikorper selbst und des Antigens zu
suchen. Zwar zeigten die Antiseren in Immunoblots -wenn auch erst nach einer zweiten
Immunisierung - eine spezifische Erkennung der cytosolischen Glutaminsynthetasen 1 und
3A (Abb. 23A). In einer in situ Markierung von Proteinen ist aber eine andere Situation
gegeben. Die subzellulare Lokalisation eines Antigen macht Fixierungs- und
Einbettungsprozesse fiir das Gewebematerial notwendig, die andererseits auch nachteilig
auf die Antigenizitéit des Préparats auswirken konnen. So wurde demonstriert, dass jede
Klasse von Antigenen einem bestimmten Fixierungsprotokoll gegeniiber sich
unterschiedlich verhielt (Bendayan, 1984; Bendayan et al. 1987; Krachenbiihl et al.,
1977). Es wire also denkbar, dass durch die Fixierungs- und Einbettungsprozesse das
Antigen derart verdndert wurde, dass eine Detektion durch die Antiseren ,,514/518" nicht

mehr moglich war.

Die stellenweise anzutreffende Markierung in Priimmunkontrollen deutet aulerdem auf

unspezifische Wechselwirkungen mit den noch in der Antikdrperlosung vorhandenen
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Serumproteinen hin. Ferner konnten die beobachteten Markierungen mit den Antiseren
,»J14/518" auch auf eben diese Art der unspezifischen Wechselwirkungen zuriickzufiihren
sein. Eine vorherige Aufreinigung des Antikorpers wird wesentlich zur Verbesserung der
Markierung beitragen konnen. Dies konnte in einer Ammoniumsulfatfillung mit
anschlieender Affinitdtschromatographie auf Protein A- oder Protein G -Sepharose
verwirklicht werden. Eine weitere Aufreinigung tiber Affinitdtschromatographie mittels an
einer Matrix gebundenen Antigens (GS1/GS3A) kénnte eine Erhdhung der Spezifitit der

Antikoper bewirken.

Immunlokalisation von Glutaminsynthetasen mit einem Anti-GS-Antiserum, das sowohl
cytosolische als auch chloroplastididre Glutaminsynthetasen erkennt, zeigte eine
ausschlieBlich cytosolische Markierung in den sowohl Epithel- als auch Parenchymzellen
des Scutellums von keimenden Gerstensamen (Martilla ef al. 1993). In Zentralgeweben
der stickstofffixierenden Zone der Wurzelknodllchen von Medicago truncatula wurden
Glutaminsynthetasen im Cytoplasma und in den Amyloplasten von sowohl infizierten als
auch uninfizierten Zellen lokalisiert (Carvalho et al. 2000). In Tabakpflanzen konstitutiv
exprimierte Glutaminsynthetase aus den Wurzeln der Sojabohne fiihrte zu einer deutlichen
Verstarkung der cytosolischen Markierung in den Blittern im Vergleich zu den
Wildtyppflanzen (Hirel et al., 1992). Eine erhohte cytosolische Markierung wurde

auBBerdem in seneszierenden Tabakbléttern beobachtet (Brugicre et al. 2000).

Untersuchungen mittels Promotor-GUS-Reportergenkonstrukte haben gezeigt, dass der
Promotor des GS34-Gens aus Erbse in Tabak und Alfafa eine GUS-Expression in die
Phloemzellen dirigiert (Edwards, et al. 1990). Ahnliches Expressionsmuster wurde mittels
Promotor des GS27-Gens der Sojabohne auch in Lotus corniculatus gesehen (Marsolier at
al., 1993). Immuncytochemische Untersuchungen mit Anti-Glutaminsynthetase-
Antikorpern bestdtigten die Lokalisation der cytosolischen Glutaminsynthetase in den
Leitbiindelsystemen der Blattkapillare sowohl der Reispflanze (Kamachi et al., 1992) als
auch der Tabakpflanze. In Tabak wurde gezeigt, dass sie spezifischerweise im
Cytoplasma von Geleitzellen vorkommt (Carvalho et al., 1992; Dubois, ef al. 1996). Eine

Lokalisation von cytosolischer GS im Cytoplasma von Phloemgeleitzellen konnte auch in

112



4. Diskussion

Solanum tuberosum L. durch Immungoldmarkierung nachgewiesen werden (Pereira et al.

1992).

Cytosolische Aldolasen 1 & 2

Fiir die Immungoldmarkierung von cytosolischen Aldolasen 1 und 2 (cALD1/2) wurde
das Antiserum ,,575" verwendet. Dabei konnten nur im Cytoplasma Goldpartikel gefunden
werden. Sowohl im Zellkern als auch in der Zellwand wurde keine spezifische
Markierung festgestellt. Die gezihlte durchschnittliche Zahl Goldpartikel/um dieser und
anderer Bereiche lag in dem Bereich der Kontrollwerte. Die Vorbehandlung der Schnitte
mit Na-Perjodat fiihrte nicht zu Unterschieden in der Lokalisation der Markierung. Die
Oxidation durch Na-Perjodat bewirkte also keinerlei Verdnderungen, welche die
Antigenizitdt und die molekulare Struktur des Préparates beeinflussen.

Die von Anderson et al. durchgefiihrte Untersuchung an Zellkernen von Erbsenblittern
zeigte eine Immunlokalisation von Aldolasen auch im perinuklearen Raum der Zelle.
Dabei wurden polyklonale Antikorper gegen plastiddare Aldolase eingesetzt, die sowohl
plastiddre als auch cytosolische Aldolase erkannten. Aus diesem Griinde konnte die
Markierung nicht eindeutig einem bestimmten Isoenzym zugeordnet werden (Anderson et
al., 1995). Bei der Immunlokalisation mit den Antiseren ,,575" (Abb. 24C und 25C)
konnte jedoch keine spezifische Zellkernmarkierung festgestellt werden. Die Daten von

Anderson et al. konnten so in der vorliegenden Uberpriifung nicht bestitigt werden.

Die Fixierung und Einbettung des Gewebematerials fiihrte leider zum Verlust einiger
Ultrastrukturen der Zellen. Plasmamembranstrukturen waren durch die Prozedur der
Préaparation der Schnitte zum Teil beschadigt. Aulerdem war festzustellen, dass die
cytoplasmatische Struktur der Protoplasten in einigen Stellen ,,schrumpfen®, was auf ein
osmotisches Problem hindeutet. Die Begriindung hierfiir konnte in der Konzentration des
Fixiermittel (4% Formaldehyd) liegen, die fiir eine Aufrechterhaltung der zelluldren
Struktur des verwendeten Gewebematerial nicht forderlich war. Zur Optimierung konnten
niedrigere Konzentration des Fixiermittels oder eine Glutaraldehyd/Formaldehyd-

Mischungen bestimmter Konzentrationen ausprobiert werden. Eine Verwendung eines
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Osmotikums (z.B. 2 % Saccharrose) im Fixierpuffer kann ebenfalls hilfreich sein (Hawes,
1988).

Abschlieflend 146t sich zusammenfassen, dass mit Hilfe des Anti-cALD2-Antikorpers
75" gezeigt werden konnte, dass in etiolierten Erbsenkeimlingen die cytosolischen
Aldolasen 1 und 2 eindeutig im Cytosol lokalisiert sind. Eine Zellwandlokalisation konnte
nicht bestitigt werden und ist eher als eine artifizielle Markierung des Antikérpers TIM-

11B2 anzusehen.

4.7. Northern-Analyse

Die immunbiochemischen Untersuchungen der verschiedenen Gewebesegmenten
etiolierter Keimlinge mit den monoklonalen Antikérper TIM-11B2 deuteten auf eine
mogliche Korrelation der detektierten Signalintensititen mit dem Streckungswachstum der
Pflanze hin. Die u.a. im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Charakterisierung der TIM-11B2-Antigene fiihrte zu dem Ergebnis, dass TIM-11B2 bis zu
vier Polypeptide dhnlicher GroBe erkennt. Dabei handelt es sich um cALDI1, cALD2,
GS1 und GS3A/B. Die beobachteten unterschiedlichen Signalintensitdten in
verschiedenen Gewebesegmenten sind somit auf unterschiedlich starke Markierungen
dieser genannten Antigene zuriickzufiihren. Allerdings ermoglichen die Antiseren keine
Unterscheidung der Isoenzyme untereinander, da sowohl die Anti-GS3A-Antiseren
,»214/518" als auch die Anti-cALD2-Antiseren ,,575/737" die jeweils ihren Antigenen
zugehorigen Isoformen auch erkennen (Abb. 23). Diese sollte nun mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden in Northern-Analysen mit den dazu gehorigen

Gensonden differenziert untersucht werden.

Zur Untersuchung wurden Gewebesegmenten aus 12 Tage alten im Dunklen gezogenen
Erbsenkeimlingen genommen. In diesem Alter befinden sich die einzelnen Internodien in
unterschiedlichen Wachstumstadien (s. Abb. 27C). Die basalen ersten und zweiten
Internodien haben ihr Lingenwachstum bereits eingestellt, die oberen (dritten und vierten)
Internodien befinden sich aber noch in einer starken Wachstumphase (Sprunck, 1996). Die

Ausbeute an Gesamt-RNA lag bei Proben aus Apex und den jiingsten Internodien etwa bei
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1 pg/mg Pflanzenmaterial. Aus den &lteren Internodien und Nodien waren die Ausbeute
um ein fiinftel bis ein zehntel geringer, so dass mehr Material zur Isolation eingesetzt
werden musste, um geniigend RNA-gewinnen zu konnen. Fiir den Northern-Transfer
wurden jeweils 10 ug Gesamt-RNA aus jedem Keimlingsegment auf denaturierenden

Agarosegelen aufgetrennt.

Als Sonden wurden die entsprechenden cDNAs eingesetzt, die bereits in pGemT kloniert
vorlagen (s. Tab. 4). Die PCR-Bedingungen der Markierung wurden in Anlehnung an das
Protokoll von Firnhaber (2000) gewihlt. Neben einer gelanalytischen Uberpriifung des
Markierungserfolges (Abb. 26) wurden die Gele mit den PCR-Produkten der
Sondenmarkierung auf Nylonmembran geblottet und anschliefend mit anti-DIG-Fab-AP
(1:5000 in 1 % Blockierungsreagenz) detektiert. Nach Farbung mit NBT/BCIP wurden
dabei Signale der DIG-markierten DNA-Fragmenten deutlich sichtbar (Daten nicht
gezeigt). Es hat sich im Laufe der Untersuchung aulerdem als sehr sinnvoll erwiesen, zur
Reduktion von Hintergrundsignalen die Sonden vorher gelelektrophoretisch
aufzureinigen. Die eingesetzte Menge an Sonde fiir die Hybridisierung richtete sich nach

Riiger et al. (1997).

GS3A4 und GS1

Aufgrund der bereits erwéhnten Eigenschaft von GS34 und GS3B als ,,Zwilling“-GS-
Gene (s.1.3. und 4.2) wurde in dieser Arbeit nur das zumindest auf mRNA-Ebene
dominante GS34-Gen beriicksichtigt. Zur Untersuchung der Expression des GS/-Gens
wurde analog die entsprechende cDNA als Sonde eingesetzt.

Die basalen Gewebesegmente (der erste Internodium und der erste Nodium des
Keimlings) lieferten bei der Detektion des Nothern-Blots mit der GS34-Sonde die
starksten Signale. In allen iibrigen Gewebeteilen lagen die Signalintensititen auf einem
vergleichbaren Niveau, bei ca. 60 - 80 % der relativen Intensitét im basalen Bereich (Abb.
27). Dies bedeutet, dass keine direkte Korrelation der Expression der GS3-Gene mit dem
Wachstum des Keimlings besteht. In den jlingsten Internodien (3. und 4. Internodien), wo

das Langenwachstum hauptséchlich stattfindet, wurde keine deutliche Akkumulation der
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mRNA im Vergleich zu den restlichen Segmenten beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde
im ersten Nodium, wo kein Zellstreckungswachstum stattfindet, und in dem ersten
Internodium des Keimlings, wo sich das Lidngenwachstum bereits eingestellt hat, eine
Verstarkung der Signale festgestellt. Die erhohte GS3-Transkriptionsrate in der lokalen
Néhe zu den Kotyledonen, die beim Wachstum unter wihrenden etiolierten Bedingungen
als source-Gewebe fungieren, wiirde die dem Isoenzym GS3A zugeschriebene Rolle bei
der Glutaminsynthese fiir den Stickstofftransport bestitigen (Walker & Coruzzi, 1989). Im
keimenden Samen werden die fiir das Wachstum des Keimlings bendtigten Néhrstoffe aus
dem hydrolytischen Abbau der Speicherstoffe in den Kotyledonen gebildet (Ashton, 1976;
Swain & Dekker, 1966). Die aus den abgebauten Speicherproteinen freigesetzten
Ammoniumionen werden durch die Glutaminsynthetase in dem GS/GOGAT-Zyklus in
Form von Glutamin aufgefangen und so zu dem Ort des Verbrauchs (sink) transportiert
(Lea et al. 1990). In einer Keimungsreihe konnte eine Induktion der GS3A-Expression ab
dem 3. Tag der Keimung festgestellt werden (Walker & Coruzzi, 1989). Das Niveau der
detektierten GS3A-Transkripte lag am 3. und 5. Tag am hdchsten, nahm ab dem 7. Tag
leicht ab und blieb bis zum 11. Tag relativ konstant (eigene unpublizierte Daten). Die
gleichmidfBige Signalstirke der GS34-mRNA im gesamten Epikotyl der untersuchten
Keimlinge, von einer Erhdhung in direkter Nachbarschaft zu den Kotyledonen abgesehen,
deutet auf eine konstitutive, bis zu einem gewissen Grad entwicklungsunabhingige
Expression des GS3A-Gens hin. Dies steht im Einklang mit der Bedeutung des GS3A als
das Isoenzym, das die Aufgabe der Glutaminsynthese fiir den Stickstofftransport

ubernehmen sollte.

Das GS1-Gen zeichnete sich durch ein stark reguliertes Expressionsmuster aus. Bei der
Hybridisierung mit der GS/-Sonde wurde das stirkste Signal in dem jlingsten, 4.
Internodium detektiert (i4, Abb. 29). Wihrend in der SproBspitze und dem 3. Internodium
die relativen Signalintensititen noch ungefdhr der Hélfte der in dem 4. Internodium
detektierten entsprachen, nahmen sie zum basalen Ende hin deutlich ab, und in dem
dltesten Internodium schlieBlich konnte nur noch weniger als 10 % der maximalen
Signalintensitdt festgestellt werden. In den Nodien fielen die Transkriptionsraten von GS/

deutlich geringer aus als in den iibrigen Gewebesegmenten (mit Ausnahme des 1.
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Internodium). Dieses Ergebnis impliziert eine Korrelation der GS/-Expression mit dem
(Streckungs-) Wachstum. GS1 spielt offenbar eine sehr wichtige Rolle bei der
Biosynthese von aufbauenden, fiir das Wachstum bendtigten Molekiilen. In einer
stoffwechselaktiven Zelle ist Glutamin nicht nur als Bestandteil von Proteinen wichtig,
sondern auch als Stickstofflieferant fiir die Biosynthese von Purinen, Pyrimidinen und
einer Vielzahl von anderen N-haltigen Verbindungen (Meister, 1974). AuBBerdem hat die
Northern-Detektion gezeigt, dass das fiir cytosolische Isoform GS1 kodierende Gen
wiahrend der Entwicklung der Erbse eine andere Funktion besitzt als die GS3-Gene (s.
oben), die zwei weitere Isoformen der cytosolischen GS kodieren. Dies bestiétigt die von
Walker und Coruzzi vertretene These, dass die durch GSI kodierte GS-Isoform fiir die
intrazelluldr bendtigte Glutamin-Synthese verantwortlich ist, wahrend die spezielle
Funktion von GS3A/B in der Glutaminsynthese fiir den interzelluldren Stickstofftransport
besteht (Walker & Coruzzi, 1989). Durch die Betrachtung von Gewebesegmenten aus 12
Tage alten etiolierten Keimlingen, die unterschiedliche Wachstumstadien aufweisen,
konnte so eine differentielle Regulation der Expression von Genen, die verschiedenen
Isoformen der cytosolisch lokalisierten Glutaminsynthetasen (GS1, GS3A/B) kodieren,

dargestellt werden.

cALD2 und cALD1

Die Expression des fiir das [soenzym 2 der cytosolischen Aldolase (cALD2) kodierenden
Gens unterliegt ebenfalls einer Regulation. Die Hybridisierung des Northern-Blots mit der
cALD2-Sonde lieferte die stirksten Signale in der SproBlspitze und im dem jiingsten
Internodium des Keimlings. Die Abnahme der Signalintensititen zum basalen hin war
deutlich, in dem &ltesten Internodium konnte c4ALD2-mRNA kaum mehr detektiert werden
(Abb. 28). Dieses Ergebnis zeigt, dass zwischen der Expression des cALD2-Gens und dem
Wachstum des Keimlings eine Korrelation besteht. Starke Stoffwechselaktivititen in den
wachsenden Geweben erfordern eine stindige Zufuhr von Energie und
Intermediérprodukten, die fiir die Biosynthese von Makromolekiilen und Zellstrukturen
bendtigt werden. In nicht photoautotroph wachsenden Keimlingen werden die Energie und

die organischen C-Verbindungen aus dem Abbau der Reserven in den Kotyledonen bzw.
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Endosperm gewonnen (Bewley & Black, 1983). Kohlenhydratspeicher (in der Regel in
Form von Stéirke) werden durch Amylasen und Phosphorylasen hydrolisiert (Kruger,
1990) und die dabei freigesetzten Saccharosemolekiilen zu den Verbrauchsorten, den sink-
Geweben, transportiert. Dort werden sie durch Invertasen bzw. Saccharose-Synthasen in
Fructosen und Glucosen (bzw. UDP-Glucosen) gespalten und so in die Glycolyse
eingespeist (Sung et al., 1988). Die Glycolyse liefert auBBer Energie auch

Kohlenstoffgeriiste fiir die Biosynthese von zahlreichen weiteren Verbindungen.

Die in dieser Nothern-Analyse beobachtete Verstarkung der Expression des cALD2-Gens
in den wachstumintensiven Geweben impliziert eine intensiv ablaufende Glycolyse, was
in wachsenden stoffwechselaktiven Geweben auch zu erwarten ist. In der Glycolyse
katalysiert die cytosolische Aldolase die Aldolspaltung von Fructose-1,6-Bisphosphat zu
Dihydroxyacetonphosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat. Die Gluconeogenese, bei der
die Aldolase die Riickreaktion (Aldolkondensation) katalysiert, diirfte in den untersuchten

Erbsenkeimlingen kaum eine Rolle spielen.

Diese ist eher bei der Saccharose-Synthese in photosynthetisch aktiven Geweben und bei
der Keimung von Pflanzen mit fettreichen Samen, deren Fettreserven in Saccharose
umgewandelt werden miissen wichtig (ap Rees, 1990). Da Erbsensamen aber stirke- und
proteinreich sind (Sitte et al., 1998) kann man davon ausgehen, dass etiolierte
Erbsenkeimlinge zur Deckung ihres Stoffwechsels- und Energiebedarfs allein auf eine
aktive Glycolyse angewiesen sind, wo die Abbauprodukte aus der Mobilisierung der
Starkespeicher verstoffwechselt werden. Es gibt noch keinen iliberzeugenden Beweis
dafiir, dass der Proteinabbau signifikanterweise Substrate fiir die Respiration produziert.
In den Geweben, wo Proteinabbau stattfindet, scheinen jedoch die Aminosduren anders
transloziert und abgelagert oder gleich fiir die Proteinbiosynthese verwendet als in der

Atmungskette umgesetzt zu werden (ap Rees, 1990).

Ob und inwiefern die differentielle Expression des cALD2-Gens unterschiedliche
Aldolaseaktivitdten in den einzelnen Gewebesegmenten widerspiegelt, miissen weitere

Untersuchungen aufkldren. Eine Messung der Aldolaseaktivitit in einem
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Gesamtproteinextrakt wird jedoch die cytosolische nicht von der plastiddren
Aldolaseaktivitdt unterscheiden konnen. In etiolierten Spinatkeimlingen z.B. machen die
plastidiren Aldolasen immerhin 60 % der gesamten Aldolaseaktivitit aus
(Schnarrenberger, 1987). Durch DEAE-Inonenaustauschchromatographie konnen
cytosolische und plastidire Aldolasen allerdings voneinander getrennt werden (Anderson
& Pacold, 1972 ; Kriiger & Schnarrenberger, 1983; Schnarrenberger & Kriiger, 1986).
Eine separate Betrachtung der Aktivitit der einzelnen Isoenzyme wére also nach einer

Auftrennung durch DEAE-Sdule moglich.

Bei der Detektion mit der cALDI-Sonde lie8 sich eindeutig auch eine abnehmende
Tendenz der Signalintensititen in basaler Richtung erkennen, die Abnahme an sich war
jedoch nicht so drastisch wie im Falle von cALD2. Wenn bei dem letzteren kaum cALD2-
Transkripte mehr in dem éltesten ersten Internodium zu detektieren waren (Abb. 28),
konnte hier mit etwa 50 % der relativen Intensitét noch deutlich cALDI-mRNA detektiert
werden. Die cALDI-mRNA-Banden des auf der Abb. 30 dargestellten Northern-Blots
konnten unter gleichen Detektionsbedingungen (s. 2.3.11.3. und 2.3.11.4) allerdings erst
nach deutlich ldngeren Expositionszeiten (nach 30 min, vergleichsweise 3-5 min bei
cALD2-Detektion) detektiert werden. Dies konnte als ein Hinweis dafiir gelten, dass im
Vergleich zu cALD2-mRNA die cALDI-mRNA in den untersuchten Geweben
mengenmafig merklich unterreprédsentiert sind. Aus den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit steht fest, dass sowohl c4ALD?2 als auch cALDI jeweils charakteristische
Expressionsmuster in Gewebesegmenten etiolierter Erbsenkeimlinge aufweisen und dass
cALD?2 bei der Entwicklung der Keimlinge unter nicht-photoautrotophen Bedingungen

offenbar eine zentrale Rolle spielt.

Die Expression von GS1, cALD2 und cALD] steht in Korrelation mit dem Wachstum des
etiolierten Keimlings. Dies stimmt mit den bereits aus den immunbiochemischen
Untersuchungen bekannten Erkenntnissen {iberein. Im Falle von GS34 jedoch, wo das von
ihm codierten Protein in einer Immunfarbung mit TIM-11B2 immerhin das zweitstarke
Signal nach cALD2 beisteuert (Abb. 13), liegt ein anderes Expressionsmuster vor. Der

ithm zugeschriebene Rolle als das fiir den interzelluliren Glutamintransport
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4. Diskussion

verantwortliche GS-Isoenzym entsprechend zeigt GS34 mit einer geringen jedoch
signifikanten Verstirkung in der Ndhe der Kotyledonen eine relativ gleichméaBige

Expression iiber das gesamte Sprossgewebe der Erbsenkeimlinge.

Ausblick :

Um das Epitop vom TIM-11B2 zu identifizieren, konnen Punktmutationen in dem Bereich
des mutmaBlichen Epitops in den Sequenzen von cALDI, cALD2, GS3A und GSI
eingefiihrt werden. Gerichtete Mutagenese kann mittels PCR oder aber mittels
kommerziell erhidltlichen Systems, wie z.B. der von Deng und Nickoloff (1992)
beschriebenen U.S.E.-Methode (Clemente & Marquez, 1999a/b und 2000) erreicht
werden. Immunfirbungen der verdnderten rekombinanten Proteinen mit TIM-11B2
werden Hinweise darauf geben, welche Aminosduren des potentiellen Epitops fiir die
Erkennung durch TIM-11B2 unentbehrlich sind. Diskontinuierliche Epitope (s. 4.3)

werden jedoch so nicht ermittelt werden konnen.

Im Falle von GS3A/GS]1 gilt in erster Linie die Optimierung der Expression mit dem Ziel,
eine verbesserte Loslichkeit der rekombinanten Proteine zu erreichen. Nur dann ist eine
native Aufreinigung moglich, die fiir die Untersuchung der biochemischen Aktivitét eine
Voraussetzung ist. Die alternativen Strategien hierfiir wurden bereits im unter 4.4.
diskutiert. Eine Co-Transformation mit dem Plasmid, das die Gene fiir molekulare
Chaperonen E. coli-GroES/EL trigt, kann moglicherweise die Bildung von ,,inclusion
bodies* unterdriicken. Da bisher keine enzymkinetischen Daten von Erbsen-Glutamin-
Synthetasen bekannt sind, konnen durch die Expression von loslichen GS3A/GS1 die
Aktivititen dieser Enzyme charakterisiert werden. Glutamin-Synthetasen kommen in
aktiver Form als Octameren vor. In Pflanzen wurden nachgewiesen, dass von
unterschiedlichen Genen codierten cytosolischen GS aktive Hetero-Octamere bilden
konnen (Carvalho et al. 1997). Da sich die verschiedenen GS-Aktivititen unter
Umstidnden durch Ionenaustauschchromatographie auftrennen lassen (Carvalho et al.
1997), kann untersucht werden, ob die rek. GS3A und rek. GS1 ebenfalls aktive Hetero-

Octamere bilden konnen.
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Im Falle von cALD1/cALD2 sollten im Vordergrund die Untersuchung der enzymatischen
Aktivititen der rekombinanten Proteine stehen. Uber die Regulation, eventuell
unterschiedliche Funktionen und die Expression der beiden cytosolischen Aldolasen-
Isoenzyme ist noch wenig bekannt. Enzymkinetische Untersuchungen kénnen Einblicke
in die Funktionen und Regulation dieser Isoenzyme gewidhren. Ferner sollten die
Expressionsmuster von cALDI und cALDZ2 in verschiedenen Geweben der Pflanze
miteinander verglichen werden. Wéhrend in den sink-Geweben starke Akkumulation von
cALD2-mRNA festzustellen war (3.10.3, 4.7; und Firnhaber, 2000), zeigten griine Blitter
eine reduzierte cALD2-Expression (Firnhaber, 2000). Fiir eine fortwdhrende
Saccharosesynthese muss in photosynthetisch aktiven griinen Bléttern (source-Geweben)
vorwiegend Gluconeogenese ablaufen (Quick & Schaffer, 1996; Foyer & Galtier, 1996).
In den sink-Geweben hingegen ist wegen der Verwertung der Saccharose eine aktive
Glycolyse zu erwarten (Plaxton, 1996). Die Aldolasen katalysieren im ersten Fall die
Aldolkondensation der aus den Chloroplasten exportierten Triosephosphate und im
zweiten Fall die gegenldufige Reaktion, die Aldolspaltung. Aus diesen Griinden konnten
Vergleiche der Expressionsmuster von cALDI und cALD?2 in verschiedenen source- und
sink-Geweben moglicherweise Hinweise auf eventuell vorhandene Unterschiede in der

Funktion der beiden Isoenzyme geben.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, das zweite bisher noch nicht identifizierte Antigen des
monoklonalen Antikorpers TIM-11B2 (Sprunck, 1996) zu charakterisieren. Dazu wurde
das unterschiedliche Laufverhalten der TIM-11B2-Antigene in einer nativen PAGE
ausgenutzt. Nach einer priparativen nativen PAGE und Mikrosequenzierung konnten die
erhaltenen Mikrosequenzen als legitime Lys-C-Proteolyseprodukte von cytosolischen

Glutaminsynthetasen GS3A/B (3 Peptide) bzw. GS1 (1 Peptid) identifiziert werden.

Mit Hilfe von spezifischen Primern wurden die Gene fiir cALD1, cALD2, GS3A und GS1
erfolgreich aus einem ds-cDNA-Pool von 5 d alten Erbsenkeimlingen mittels PCR
amplifiziert werden. Die PCR-Produkte wurden in pGemT-Vektor kloniert und die
Identitédt der Inserts wurde durch Sequenzierungen bestétigt. Die Gene wurden in den
Expressionsvektor pET32(a+) subkloniert und erfolgreich in E. coli des Stammes BLR
(DE3) exprimiert. Die rekombinanten Proteine wurden als Fusionproteine mit Thioredoxin
(+ SeTag™ und His*Tag®) exprimiert. Die Immunfirbung mit TIM-11B2 zeigte, dass
dieser monoklonale Antikorper, wenn auch unterschiedlich stark, alle der rekombinanten

Proteine erkennt.

Durch ein ,,Alignment* der Aminosduresequenzen von cALD1, cALD2, GS3A, GS3B und
GS1 und Vergleiche der dazugehorigen Hydrophilie-, Antigenizitdts- und
Oberflachenwahrscheinlichkeit-Plots konnte ein mutmaRliches Epitop fiir TIM-11B2 auf
diesen Sequenzen lokalisiert werden. Dieses potentielle Epitop besteht aus 8 Aminoséuren
DG*(T/S)T*Q%*, die alle auBBer der als "** dargestellten, dhnlichen (polar = E/S und T/N/D
bzw. hydrophob = G/A) den genannten Aminosduresequenzen gemeinsam sind. Die
multispezifische Natur des monoklonalen Antikorpers TIM-11B2 und deren Ursachen

wird diskutieret.

Zur Herstellung von polyklonalen Antikérpern wurden Kaninchen mit rek. cALD2 bzw.
rek. GS3A jeweils als Trx-Fusionproteinen immunisiert. Vier polyklonalen Antikdrper

wurden gewonnen, die jeweils gegen cALD2 (Antiseren ,,575/737") bzw. gegen GS3A
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(Antiseren ,,514/518") spezifisch sind. Immunfiarbungen mit in pET21(a+) exprimierten
Proteinen als Antigenen zeigten, dass Anti-cALD2-Antikorper neben cALD2 auch cALDI1
und Anti-GS3A-Antikdrper neben GS3A auch GS1 erkennen. Anti-GS3A-Antikdrper
,»214/518" erkennen in Immunfarbungen mit Gesamtproteinen aus griinen Bléttern auch
die chloroplastidire Glutamin-Synthetase (GS2). Kreuzreaktionen der Anti-cALD2-
Antikorper ,,575/737" mit den chloroplastiddren Aldolasen konnten nicht festgestellt

werden.

Die Anti-cALD2-Antikorper ,,575" konnten erfolgreich in immuncytochemischen
Untersuchungen mit anschlieBender Elektronenmikroskopie angewendet werden.
Immungoldmarkierungen mit ,,575"-Antiseren als Erst-Antikorper zeigten eine spezifische
cytoplasmatische Markierung. Die Anti-GS3A-Antikdrper ,,514/518" hingegen konnten

in Form ungereinigter Antiseren nicht in Immungoldmarkierungen eingesetzt werden.

Durch Northern-Analysen wurde gezeigt, dass die Gene fiir cytosolische Glutamin-
Synthetase GS3A und GS1 distinkte Expressionsmuster in Gewebesegmenten von 12
Tage alten etiolierten Erbsenkeimlingen aufweisen. Wiahrend die Expression des GSI-
Gens eine eindeutige Korrelation mit dem Wachstum zeigt, wird das GS34-Gen relativ
gleichméBig exprimiert. Dieses Ergebnis bestétigt die unterschiedlichen physiologischen
Funktionen dieser beiden GS-Isoenzyme (Walker & Coruzzi, 1989). Die Northern-
Detektionen mit den cALD1/2-Sonden zeigten auch eine spezifische Expression dieser
beiden Gene. Es konnte eine Korrelation mit dem Wachstum festgestellt werden. Wahrend
die Akkumulation der cALD2-mRNA zum basalen hin drastisch abnahm, konnte im Falle
von cALDI-mRNA keine charakteristisch starke Abnahme festgestellt werden. Die
unterschiedliche Sensitivitit beider Detektionen, was auf eine unterschiedlich starke
Expression dieser Gene relativ zueinander hindeutet, kann als ein Hinweis dafiir gelten,
dass eines dieser Aldolase-Gene, das c4LD2-Gen, in den untersuchten Erbsenkeimlingen

dominant exprimiert wird.
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7. Anhang
7. ANHANG

7.1. Homologievergleiche der DNA-Sequenzen der klonierten Gene
(nach W.R. Pearson & D.J. Lipman, 1988/ FASTA)

7.1.1. Plasmid pGS3A

>>EM PL: PSGSR1 U28924 Pea nRNA for gl utani ne synthetase (1373 nt)
initn: 1665 initl: 1665 opt: 1665 Z-score: 1532.3 bits: 293.9 E():
2.6e-79
100. 000% i dentity (100.000% ungapped) in 333 nt overlap (1-333:21-353)

10 20 30 40

PGS3A_ AACCGCGTTCTTCTTTTTCCTTCAAAGCT TTTCATTATCA
EM PL: CTGTAGCTATCTTTCAACAAAACCGCGTTCTTCTTTTTCCTTCAAAGCTTTTCATTATCA
10 20 30 40 50 60

50 60 70 80 90 100

pPGS3A_ TTATGICTTCACTTTCAGATCTCATCAATTTTAATCTTTCAGATTCCACAGAAAAGATTA

EM PL: TTATGICTTCACTTTCAGATCTCATCAATTTTAATCTTTCAGATTCCACAGAAAAGATTA
70 80 90 100 110 120

110 120 130 140 150 160
PGS3A_ TTGCTGAATACATATGGGT TGGT GGATCAGCCATAGACAT TAGAAGCAAAGCCAGGACTC

EM PL: TTGCTGAATACATATGGGT TGGTGGATCAGCCATAGACAT TAGAAGCAAAGCCAGGACTC
130 140 150 160 170 180

170 180 190 200 210 220
pGS3A_ TTCCTGGACCAGI GAGT GACCCTGCAAAACT TCCTAAGT GGAACTATGATGGGT CTAGCA

EM PL: TTCCTGGACCAGI GAGT GACCCTGCAAAACTTCCTAAGT GGAACTATGATGGGTCTAGCA
190 200 210 220 230 240

230 240 250 260 270 280
pGS3A_ CAAATCAAGCACCAGGAAAAGATAGTGAAGT TATTTTATATCCACAAGCTATTTTCAAGG

EM PL: CAAATCAAGCACCAGGAAAAGATAGTGAAGTTATTTTATATCCACAAGCTATTTTCAAGG
250 260 270 280 290 300

290 300 310 320 330
pGS3A_ ACCCATTCAGAAGAGGCGAATAATATTCTTGTGATTTGTGATGI TTACACCCCA

EM PL: ACCCATTCAGAAGAGGCGAATAATATTCTTGTGATTTGTGATGI TTACACCCCAGCTGGAG
310 320 330 340 350 360
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7.1.2. Plasmid pGS1

>>EM PL: PSGSCY1A M20663 Pi sum satiivum gl utam ne synthet (1434 nt)rev-
conp initn: 1673 initl: 1673 opt: 1673 Z-score: 1755.2  bits: 335.4
E(): 3.9e-91

99.118% i dentity (99.118% ungapped) in 340 nt overlap (376-37:929-1268)

370 360 350
pGS1_- TATGGAGAAGGCAACGAGCGCAGATTGACA
EM PL: GGGAAGAGGCT GCOCGAGCACATCTCOGCT TATGGAGAAGBCAACGAGCGCAGATTGACA
900 910 920 930 940 950
340 330 320 310 300 290

pGS1l_- GGGAAACACGAAACAGCTGACATTAATACCT TCTCATGGGEGT GT TGCAAACCGT GECCCT

EM PL: GGGAAACACGAAACAGCTGACATTAATACCT TCTCATGGGEGT GT TGCAAACCGAGECGCT
960 970 980 990 1000 1010

280 270 260 250 240 230
pGS1_- TCGGTTCGGEGET TCGAAGCGACACAGAGAAAGAAGGGAAGGGT TATTTTGAGGACAGGAGG

EM PL: TCGGITCGGGT TCGGAAGGGACACAGAGAAAGAAGCGAAGGGT TATTTTGAGGACAGGAGG
1020 1030 1040 1050 1060 1070

220 210 200 190 180 170
pGS1_- CCAGCATCTAACATGGACCCATATGITGTTACTTCCATGATTGCAGAGACTACCATCCTC

EM PL: CCAGCATCTAACATGGACCCATACGITGTI TACTTCCATGATTGCAGAGACTACCATCCTC
1080 1090 1100 1110 1120 1130

160 150 140 130 120 110
pGS1_- TTGAAACCATAAGCTACCACTTGTACCACAAAAAACTTATACTACATTGTATTGCAACCT

EM PL: TTGAAACCATAAGCTACCACT TGTACCACAAAAAACTTATACTACATTGTATTGCAACCT
1140 1150 1160 1170 1180 1190

100 90 80 70 60 50
pGSl_- TTGAGAGICATTGITGGTTCCTCGT TAGAGITTGGT TCTTGGT TTTTCTAGGACATGECT

EM PL: TTGAGAGICATTGITGGTTCCTCGI TAGAGATTGGT TCTTGGT TTTTCTAGGACATGCECT
1200 1210 1220 1230 1240 1250

40 30 20 10
pGS1_- TTGTGITCTTAATCCCGCGECCAT GGCGECCCEEGAGCAT GCGACGT

EM PL: TTGIGITCTTGITATGGTTCACACGITGTTTGITTCTTTCTCTTGITTTACTTATGIGTC
1260 1270 1280 1290 1300 1310
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7.1.3. Plasmid pcALD1

>>EM PL: PSRNAF16B_X89828 P.sativum nmRNA for fructose-1, (1207 nt)initn:
2272 initl: 2272 opt: 2272 Z-score: 2116.2 bits: 402.2 E(): 8.7e-112
99.563% identity (99.563% ungapped) in 458 nt overlap (1-458:34-491)

10 20 30

pcALDL CATGTCTGOCTTTGT TGGAAAGTATGCAGA

EM PL: GTTTCCCGOCATACAATATCAATTTCAAAGCATGTCTGCCTTTGTTGGAAAGTATGCAGA
10 20 30 40 50 60

40 50 60 70 80 20

pcALD1 TGAGCTTATCAAGAATGCCAAGTACATAGCTACT CCTGGCAAGGGTATCT TGGCGGECTGA

EM PL: TGAGCTTATCAAGAATGCCAAGTACATAGCTACT CCTGECAAGGGTATCTTGGCGECTGA
70 80 90 100 110 120

100 110 120 130 140 150
pcALD1 TGAGGGCACAGGGACOATTG(I?AAGCG'I’ TTAGCAAGCATCAACGT TGAGAACATCGAGEC

EM PL: TGAGAGCACAGGGACCAT TGGCAAGCGT CTAGCAAGCAT CAACGT TGAGAACATCGAGGC
130 140 150 160 170 180

160 170 180 190 200 210
pcALD1 CAACCGTCAAGCTCTTCGCGAACTTCTTTTCACTTCTCCTAATGCACTCCAATACCTCTC

EM PL: CAACCGTCAACCTCTTCGCGAACTTCTTTTCACTTCTCCTAATGCACTCCAATACCTCTC
190 200 210 220 230 240

220 230 240 250 260 270
pcALD1l TGGTGICATCCTCTTCGAGGAAACT CTTTACCAGAAGT CCTCAGAAGGGAAGCCTTTTGT

EM PL: TGGTGTCATCCTCTTCGAGGAAACTCTTTACCAGAAGT CCTCAGAAGGGAAGCCTTTTGT
250 260 270 280 290 300

280 290 300 310 320 330
pcALDl1 TGAAATTCTCCAAGAGAACAATGT CATACCCGGCATCAAAGT TGACAAGCGTGITGTITGA

EM PL: TGAAATTCTCCAAGAGAACAATGI CATACCCGGCATCAAAGT TGACAAGEGTGITGTTGA
310 320 330 340 350 360

340 350 360 370 380 390
pcALD1l ATTGGCTGGAACAGATGGT GAAACAACAACACAAGCCTTTGACTCTCTTGGAGCTAGATG

EM PL: ATTGGCCTGGAACAGATGGTGAAACAACAACACAAGCCTTTGACTCTCTTGGAGCTAGATG
370 380 390 400 410 420

400 410 420 430 440 450
pcALD1 CCAGCAGTACTACAAGGCT GGAGCGCCCT TTGCCAAGT GGCGTGCAGT CCTCAAGATTGG

EM PL: CCAGCAGTACTACAAGGCT GGAGCGCGCT TTGCCAAGT GECGT GCAGT CCTCAAGATTGG
430 440 450 460 470 480
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7.1.4. Plasmid pcALD2

>>EM PL: PSRNAF16A X89829 P.sativum nRNA for fructose-1, (1362 nt)
initn: 1551 initl: 935 opt: 1573 Z-score: 1612.9  bits: 308.8 E():
8.4e-84
98.784% identity (99.693% ungapped) in 329 nt overlap (1-326:48-376)

10 20 30

pPCALD2 TCATGTCGCACT TCAAGAGCAAGTACCATG

EM PL: TCATTTCCAAAAAACCCTCTTCTTCCTCGATCATGTCGCACTTCAAGAGCAAGTACCATG
20 30 40 50 60 70

40 50 60 70 80 20

pcALD2 ATGAGCTTATTGCCAATGCTGCCTATATTGECACACCCGGTAAGGGTATTCTTCCTGCTG

EM PL: ATGAGCTTATTGCCAATGCTGCCTATATTGGCACACCCGGTAAGGGTATTCTTGCTGCTG
80 90 100 110 120 130

100 110 120 130 140 150
pcALD2 ATGAGICAACT GGAACAAT CGGTAAGCGT CTGAGCAGCATCAATGI TGAGAATGT TGAAT

EM PL: ATGAGTCAACTGGAACAATCGGTAAGCGT CTGAGCAGCATCAATGTI TGAGAATGT TGAAT
140 150 160 170 180 190

160 170 180 190 200
pcALD2 CCAACAGACAGCCTCTTCGTGAGCTTCTTTTCACTG CTCCTGG TGI'T CTTCAGTACC

EM PL: CCAACAGACAGGECTCTTCGTGAGCTTCTTTTCACTGCCTCCTGGT TGTTCCTTCAGTACC
200 210 220 230 240 250

210 220 230 240 250 260
pcALD2 TCAGITGGAGT TATCCTCTTTGAGGAAACCCT CTACCAAAAAACAGCT GCAGGECAAGCCTT

EM PL: TCAGIGGAGTTATCCTCTTTGAGGAAACCCT CTACCAAAAAACAGCT GCAGGCAAGCCTT
260 270 280 290 300 310

270 280 290 300 310 320
pcALD2 TCGI' TGATGI TTTGAACGAAGCTGGTGT TCTTCCTGGTATCAAGGT TGACAAGGGTACC

EM PL: TTGTTGATGT TTTGAACGAAGCT GGTGT TCTTCCTGGTATCAAGGT TGACAAGGGTACCG
320 330 340 350 360 370

Die unterstrichenen Sequenzbereiche stammen aus dem Vektor (pGemT).
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7.2. Homologievergleich der Aminosiuresequenzen von
GS3B und GS1 (nach Morgenstern, 1999/ DIALIGN 2.1)

1) proteine sequences aligned

2)

Ali gnnent (DI ALIGN format):

CALD1

GS3A
GS3B
Gs1

CALD1
CALD2
GS3A
GS3B
GS1

CALD1
CALD2
GS3A
GS3B
GS1

RPRRERRE

51
51
16
16
15

100
101

41
40

MBAFVGKYAD ELI KNAKYI A
MSHFKSKYHD ELI ANAAYI G
MSSLSDL- - -
MSSLSDL- - -
m SLSDL- - -

khkkkkhkhkkkhhkkx *hkdkxkkhhkxk*k
*kkkkk*x

*kk k%

* kk k%

NRQALRELLF Tspna- LQYL
NRQALRELLF Tasw f LQYL
TEKI | AEYI W----------
TEKI | AEYI W= - - === - - -
TEKI | AEYI W= - - === -- -

kkhkkkkhkkkkkx *
kkkkkkhkkk*x *
kkhkkkkkhkkk*k
kkhkkkkkkkk*k

ELAGIDGETT
ELAGTDCETT
PKWNYDGSST
PKWNYDGSST
PKWNYDGSST

PG KVDKGW
PG KVDKGTV
PGPVSDPAKL
PGPVSDPAKL
PGPVTDPSEL

kkhkkkkhhkkkhkkhkx *khkkdkxkkkhxk*k

kkhkkkhkkkhkk* *kkhkikkkikikk*x
kkhkkkkhhkkkhkhk *kkhkkhkkkikhhkkk*k

khkkkkhhkkkhhkkx *hkdkxkhhxk*k

5 "*" characters for regions of maxi num si

TPGKA LAAD
TPGKGE LAAD

*kkhkkkkkkkk*k
kkhkkkkkhkk*

SGVI LFEETL
SGVI LFEETL

khkkkkhkkkkx

TQGFDSLGAR
TOGLDGLGAR
NOAPGKDSEV
DOAPGKDSEV

CAPGRDSEV

kkhkkkkkkkk*k
kkkkkkhkkkk*k
*kkkkkhkkkk*k
*kkhkkkkkkkk*k

7. Anhang

cALDI1, cALD2, GS3A,

mlarity

ESTGII GKRL ASI NVENI EA
ESTGTI GKRL SSI NVENVES
- -1 NFNLSDS
- - I NFNLSDS
- -1 NLDLSGT

khkkkkhkhkkkhkkhkkx *hkdkhxkkhkxk*k
kkkhkkkhkkhkkkhk Fhxkkkrkhkkkhhkx*k
*kkkkk k%
*kkkkk kK

YQKSSEGKPF VEI LQENNVI
YQKTAAGKPF VDVLNEAGVL
----- VGGSG | DI RSKARTL
----- VGGSG | DI RSKARTL
| GGSG LDLRCKARTL

*kkkkhkkkkhkk* *kkhkkkkkkkx%x
kkkkk k*khkkkkhkkkhkk*k
kkkkhk d*khkkkhkhkkhkhk*k

*khkkkk khkkkkhkkkkx

| LYPQAI FKD PFRRGNNI LV
| LYPQAI FKD PFRRGNNI LV
I LYPQAI FKD PFRRGNHI LV

kkhkkkkhkhkkkhkkhk *khkkhkhxkkkhhkxkk*k

khkkkhkkhkhkkk, *hkkhkkkrkkk*x
khkkkhkhkkhkkk, *hkkhhkkhrhkkx

khkkkkhkhkkkhkkhkk *hkdkhxxkhkxk*k

kkhkkkkhkkhkkhkkhk )hkhkkkhkhhkkk k *khkhkxkkhkkkk*k
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CALD1
CALD2
GS3A
GS3B
Gs1

CALD1
CALD2
GS3A
GS3B
Gs1

CALD1
CALD2
GS3A
GS3B
GS1

130
131
91
91
90

229
230
145
145
144

7. Anhang

- CQQYYKAGA RFAKWRAVLK | GPNEPSELS | QQNAQGLAR YAI | CQENGL
- CRKYYEAGA RFAKWRAVLK | GANEPSEHS | HENAYGLAR YAVI CQENGL
| CDVYTPAGE PLP----- - -
| CDVYTPAGE PLP-------
MCDAYSPAGE Pl P-- - - - - -

khkkhkhhkkhhhdhk *hhhhhhhkhk dkhhhkdhhkkhhk khkxkkhkhkhkkhkhkk

*khkxkkhkkkhkk *khkkkkk
kkhkkkkkkikhk*x k*k*
kkhkkhkkkkkhkhhkx *k*k

kkkkhkkkhkhkkk *k*%x

VI f VEPEI LT

Vpi VEPEI LV DGSHDI LKCA Al TERVLAAT
SHPDVAAEVP
SHPDVAAEVP
SHPDVWVAEET

NKRYNAAKI F
NKRYNAAKI F
NKRHAAAKVF

khkkkhkkkhkkk
* kkkhkkkkhkkkkk
* kkkkhkkkkkk*k
* *kkhkkkkkkkhkhk
* *kkkkkkkkk

VTPGSD- - - -
VTPGSD- - - -

WPI GGYPGKQ
WPl GGYPGKQ
WPAGGYPGPQ

kkhkkkkkhkkkk*
kkhkkkkhkkhkkk*
*kkhkkkkkhkkk*k
kkhkkkkhkkxkk*k
kkhkkkkkhkkkk*

khkkkkhkkkkx
*kkhkkkkkhkkkk*k
*kkkkkhkkkk%x
kkkkkk k%
*kkkkkkk*k

DGSHDI AKCA AVTETVLAAC YKALNDCQHVL

YKAL SDHHVI

WG EQEYTL
WG EQEYTL
WYG EQEYTL

khkkkkhkkkkx
EIE R
EE R R I
kkkkkkkkk*k
*kkkkkkkk*k

R R

LEGTLLKPNM
LEGTLLKPNM
LQKDI NWPLG
LOKDI NWPLG
LOKDI N\WPLG

EIE R R
R R
kkkkkkkkk*k
kkkkkkhkkk*k
EIE R R

Unterstrichen und kursiv dargestellt sind die Bereiche des mutmaBlichen TIM-11B2-

Epitops.
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