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ZUSAMMENFASSUNG

A. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden erstmals Gene der Ackerbohne Vicia faba L., die in der Rhizobien-
Leguminosen und der arbuskuldren Mykorrhizasymbiose spezifisch oder amplifiziert exprimiert
werden, auf Proteinebene charakterisiert. Neben den ausschliefdich in den Wurzelkndllichen
vorkommenden Proteinen VfENOD18, VINOD28/32 und VfNOD32 wurden Proteine
untersucht, die von dem Mykorrhiza-amplifiziert exprimierten Gen VfCaMBP1 und dem in
beiden Symbiosen der Ackerbohne spezifisch exprimierten Leghamoglobingen VLb29 kodiert
werden. Im einzelnen wurden immunologische Lokalisationsstudien an longitudinalen
Dunnschnitten von Wurzelkndllchen mittels Licht- und Elektronenmikroskopie durchgefihrt.
Die eingesetzten polyklonalen Antikorper wurden durch Immunisierungen mit heterolog
exprimierten Fusionsproteinen oder mit synthetischen Peptiden gewonnen. Bel Hinweisen auf
eine mogliche Funktion der Symbiose-relevanten Proteine schlossen sich biochemische
Funktionsanaysen an.

Homologievergleiche zeigten, dass das Nodulin VTENOD18 ds neues, pflanzliches Mitglied
der bakteriellen ,Mj0577 Superfamilie’ angesehen werden kann. Als ATP-bindendes Protein
im Cytoplasma von infizierten Zellen der Stickstoff fixierenden Zone ist es moglicherweise an
der Signaltransduktion im symbiontischen Gewebe beteiligt. Western Blot Studien und PCR-
Experimente deuten auf eine Proteinfamilie fir Noduline vom ENOD18-Typ in Leguminosen
der Triben Trifolieae, Vicieae und Hedysareae mit caesapinioider oder crotalarioider
Kndllchenform hin. Die modularen Noduline VINOD28/32 kénnen Ca®*-lonen binden und, da
sie wahrscheinlich im Peribakteroidraum lokalisiert sind, moglicherweise den Transport des
fixierten Stickstoffs vom Mikro- zum Makrosymbionten beeinflussen. Zumindest fir die
Isoform VINOD32a konnte zudem ene unterschiedlich starke Abundanz in einzelnen
Knollchen nachgewiesen werden. Die Genprodukte der Kndllchen- und Mykorrhiza-spezifisch
bzw. Mykorrhiza-amplifizert exprimierten Gene VfLb29 und VfCaMBP1 konnten bisher in
Wurzelkndllchen und mykorrhizierten Wurzeln der Ackerbohne nicht detektiert werden, so
dass in beiden Féllen eine restriktive zeitliche und 6rtliche Regulation der Genexpression oder
der Proteinsynthese angenommen werden kann. Auf biochemischer Ebene konnte VfCaM BP1
experimentell als Camodulin-bindendes Protein identifiziert und seine Calmodulin-bindende
Domane bestimmt werden. Es ist somit das erste Camodulin-bindende Protein, das in der
arbuskuldren Mykorrhizasymbiose amplifiziert exprimiert wird. Mittels einer potentiellen
Kernlokalisationssequenz konnte es in den Zellkern gelangen und dort eine Funktion im
Zusammenhang mit einer Ca®*-Calmodulin vermittelten Signaltransduktion erfillen.



EINLEITUNG

B. EINLEITUNG

Seit der Besiedlung des terrestrischen Okosystems haben Pflanzen zahlreiche Strategien
entwickelt, die unterschiedlichen biotischen und abiotischen Herausforderungen zu meistern,
die sich aus ihrem sefthaften Lebenszyklus ergeben. Eine der erfolgreichsten Strategien ist
dabei die Fahigkeit von Wurzelsystemen, mutualistische und beiderseits vorteilhafte symbion-
tische Verbindungen mit Mikroorganismen einzugehen. Zu den wichtigsten Symbiosen zéhlen
in diesem Zusammenhang die arbuskulare Mykorrhiza (AM), eine symbiontische Verbindung,
die die dlermeisten Pflanzen mit Pilzen der Ordnung Glomales eingehen, und die Rhizobien-
Leguminosen Symbiose, bel der Bodenbakterien der Gattungen Rhizobium, Bradyrhizobium,
Snorhizobium und Azorhizobium mit Pflanzen der Ordnung Fabales (Leguminosen)
symbiontisch interagieren. Die Fahigkeit der Leguminosen, sowohl eine AM als auch eine
Symbiose mit diesen Bodenbakterien aushilden zu kdnnen, machen sie zu einem geeigneten
Untersuchungsobjekt fur die molekularbiologische Anayse beider Symbiosearten, insbesondere
im Hinblick auf eine mdgliche gemeinsame genetische Grundlage fur die beiden Symbiosen. Im
Folgenden werden nach einer Vorstellung der Physiologie und der Entwicklungsstadien sowie
der zur Zeit bekannten genetischen Grundlagen der beiden Symbiosen diese miteinander
verglichen, bevor die bisherigen Erkenntnisse zu diesen Symbiosen fir das
Untersuchungsobjekt dieser Arbeit, die Ackerbohne Vicia faba L., im Detail erlautert werden.

B.1 DieRhizobien-L eguminosen Symbiose

B.1.1 Die biologische Stickstoffixierung

Die Erdatmosphére besteht zu 80 % aus molekularem Stickstoff (N). Allerdings ist diese
Stickstoffquelle auf Grund der grof3en Stabilitdt des N-Molekils fur die meisten der Orga
nismen nicht direkt verwertbar, obwohl sie Stickstoff in relativ groRen Mengen a's Bestandteil
von Aminosauren, Nukleotiden und anderen organischen Verbindungen bendtigen. Autotrophe
Organismen beziehen daher den von ihnen bendtigten Stickstoff hauptsachlich aus dem Boden,
wo er in Form von Nitrat (NO;3) aufgenommen wird und anschlief®end in die fur die
Assimilation erforderliche reduzierte Form des Ammoniums (NH,") tberfuhrt wird.

Eine kleine Anzahl von prokaryontischen Organismen sind aber auf Grund ihres Nitrogenase-
Enzymsystems zur biologischen Stickstoffixierung beféhigt. Hierbei katalysiert das
Nitrogenase-Enzymsystem die Spaltung der energiereichen Dreifachbindung im N.-Molekul, so
dass der atmosphérische Stickstoff zu biologisch nutzbarem Ammonium reduziert wird. Neben
freilebenden Stickstoffixierern, wie zum Beispie Klebsiella pneumoniae, Clostridium
pasteurianum und Azotobacter sowie photosynthetisch aktiven Formen wie Rhodobacter
capsulatus und auch einigen Cyanobakterien, gibt es einige Prokaryonten, die in einer
Symbiose mit Pflanzen Luftstickstoff fixieren konnen. Zu dieser Gruppe der symbiontischen
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Stickstoffixierer gehtrt zum Beispid die Gemeinschaft des Cyanobakteriums Anabaena mit
dem Wasserfarn Azolla oder auch die Actinomyceten der Gattung Frankia, die unter anderem
eine Symbiose mit Alnus (Erlen)-Arten eingehen (Pawlowski, 1997).

Zu den bisher am besten untersuchten Symbiosen von Stickstoffixierern mit Pflanzen zahlt die
Rhizobien-Leguminosen Symbiose. Das charakteristische Merkmal dieser Wechselbeziehung
sind die Spross- oder Wurzelknollchen, die vom Makrosymbionten as symbiontische Organe
ausgebildet und von den Mikrosymbionten kolonisiert werden. Die Leguminose versorgt die
Bakterien mit energiereichen Kohlenstoff-Verbindungen, die Mikrosymbionten stellen der
Pflanze stickstoffhaltige Verbindungen zur Verfigung. Somit erlaubt es diese Symbiose den
Leguminosen, auch auf stickstoffarmen Boden zu wachsen. Hieraus resultiert die grof3e
landwirtschaftliche Bedeutung dieser Pflanzengruppe, zu der unter anderem so wichtige Nutz-
pflanzen wie die Sojabohne (Glycine max), die Ackerbohne (Vicia faba), die Luzerne
(Medicago sativa) und die Erbse (Pisum sativum) gehoren.

Die genetischen Grundlagen der entwicklungsbiologischen Abléufe, die zur Ausbildung der
Wurzelkndllchen fuhren, wurden in den letzten Jahren intensiv untersucht. Grof3en
Fortschritten bei Fragen der Symbiose-spezifischen Genexpression des Mikrosymbionten
(Fischer, 1994; Long, 1989; van Rhijn und Vanderleyden, 1995), stehen noch viele offene
Fragen auf der Seite der Kndllchen-spezifischen Genexpression der Wirtspflanze gegentiber.
Forschungsschwerpunkte sind hier die Identifizierung, Charakterisierung und Lokalisierung
Kndllchen-spezifischer Proteine und die Promotor-Analyse der korrespondierenden Gene
(siehe Ubersichtsartikel von Bladergroen und Spaink, 1998; Cohn et al., 1998; Franssen et al.,
1992; Guadltieri und Bisseling, 2000; Mylona et al., 1995; Schultze und Kondorosi, 1998;
Vermaet al., 1992).

B.1.2 Ein molekularer Signalaustausch fuhrt zur Initiation von Wurzelknéllchen

Am Beginn der Symbiose zwischen Rhizobien und Leguminosen steht ein wechselseitiger
molekularer Signalaustausch (Abbildung B.1). So werden in dieser frihen Phase der Inter-
aktion, der Préinfektionsphase, im Bereich des sich entwickelnden Wurzelsystems der Pflanze
unter anderem Flavonoide ausgeschieden, die als chemotaktische Signale fur die Mikro-
symbionten dienen (Bladergroen und Spaink, 1998; Broughton und Perret, 1999). Durch die
Flavonoide wird auch die Transkription bakterieller Nodulationsgene (nod-Gene) induziert,
wobei dieser Vorgang durch das Genprodukt des nodD-Gens eingeleitet wird, welches im
Unterschied zu den anderen nod-Genen konstitutiv exprimiert wird (Fisher und Long, 1992).
Nachdem das NodD-Protein wirtsspezifische Flavonoide gebunden hat (Goethals et al., 1992),
kann es as Transkriptionsaktivator auf weitere Gene des nod-Operons wirken, deren
Genprodukte an der Synthese spezifischer Signamolekile der Mikrosymbionten, den
sogenannten Nodul ationsfaktoren (NOD-Faktoren), beteiligt sind. Diese Faktoren bestehen aus
einem Chitooligosaccharid-Grundgertst aus drel bis sechs &1-4-glykosidisch verknlpften
N-acetyl-D-Glucosaminresten, das am nicht reduzierenden Ende ene ungesétigte
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C16- oder C18-Fettsdure tragt und an bestimmten Stellen spezifische Substituenten aufweist
(Ardourel et al., 1994 ; Kamst et al., 1998). Strukturelle Unterschiede der NOD-Faktoren, wie
zum Beispiel die Lange und der Séttigungsgrad der angehdngten Fettsduren oder auch das
Vorhandensein verschiedener Substituenten im Grundgertst des NOD-Faktors bestimmen die
bakterielle Wirtsspezifitét (Cohn et al., 1998; Downie, 1994; Spaink, 1994).

Fur M. sativa und P. sativum konnte gezeigt werden, dass NOD-Faktoren in extrem geringen
Konzentrationen (10°° bis 10" mol/l) eine Reaktivierung des Zellzyklus von Zellen des inneren
Wurzelkortex, die gegenuber den Protoxylemstrangen liegen, audldsen konnen. Im
Allgemeinen haben Rhizobien einen relativ engen Wirtsbereich. So ist zum Beispiel die Spezies
R. leguminosarum bv. viciae ausschliefdich zur Nodulation von Pflanzen der Gattungen Vicia
und Pisum befahigt, wohingegen Rhizobium meliloti auf eine Nodulation von Medicago-,
Melilotis- und Trigonella-Spezies beschrénkt ist (Lerouge, 1994). Die Zelen des inneren
Kortex der Wurzel sind normalerweise ausdifferenziert und im Ubergang von der GO- zur G1-
Phase des Zellzyklus arretiert (Yang et al., 1994). Die Meristematisierung dieser Zellen fihrt
zur Ausbildung eines Knéllchenprimordiums. Gleichzeitig beginnt mit der Ad-sorption der
Rhizobien an den Wurzelhaaren die sogenannte Infektionsphase (Abbildung B.1). Im Bereich
des direkten Zell-Zell-Kontaktes kommt es zu einer typischen Wurzelhaarkrimmung mit der
Folge, dass die Bakterien von der pflanzlichen Cytoplasmamembran umschlossen werden. Aus
der Invagination dieser Membran und der Auflagerung pflanzlichen Zellwandmateriales
resultiert der Infektionsschlauch, durch den die teilungsaktiven Bakterien in die Wurzel
eindringen (Brewin, 1991; Kijne, 1992). Cytoplasmastrange und Kerne der Zellen des
Wurzelkortex richten sich radial aus und erschaffen so eine Préinfektionsstruktur, an der der
Infektionsschlauch in Richtung des Kndllchenprimordiums entlang wachsen kann (Van Brussel
et al., 1992).

Durch die Analysen Symbiose-defekter Rhizobienmutanten konnte die besondere Bedeutung
bakterieller Oberflachenstrukturen fur eine erfolgreiche Infektion demonstriert werden
(Kannenberg und Brewin, 1994). Insbesondere Exopolysaccharide scheinen eine ent-
scheidende Rolle bel der Erkennung des Mikrosymbionten durch die Pflanze zu spielen, was zu
der Hypothese fihrte, dass von Oberflachenstrukturen des Mikrosymbionten abgeleitete
Substanzen als Suppressoren der Pflanzenabwehr wirken (Niehaus und Becker, 1998;
Niehaus et al., 1993).

Hat der sich verzweigende Infektionsschlauch das Knéllchenprimordium erreicht, so wird im
apikalen Bereich des Primordiums das Knollchenmeristem angelegt. Abhéngig von der Dauer
der Teilungsaktivitdt dieses Meristems wird zwischen zwel verschiedenen Knéllchentypen
unterschieden (Newcomb und Tandon, 1981). Die globuldren determinierten Kndllchen
tropischer Leguminosen wie Phaseolus vulgaris und G. max verfligen Uber ein nur zeitweise
aktives Meristem und weisen daher im differenzierten Zustand eine fixierte Anordnung von
Geweben auf (Brewin, 1991; Taté et al., 1994). Bei den indeterminierten Wurzelknéllchen von
Leguminosengattungen gemaldigter Zonen, zum Beispiel von Vicia, Pisum und Medicago,
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bleibt hingegen das Apikalmeristem wahrend der gesamten Funktionsphase des Kndllchens
aktiv. In Abbildung B.1 sind die frihen Phasen der Organogenese determinierter und indeter-
minierter Knollchen zusammengefasst.

B.1.3 Organogenese und histologische Struktur indeter minierter Wurzelkndllchen

Aufgrund der fortgesetzten Teilungen des Apikalmeristems entwickeln sich im indeterminierten
Wurzelknollchen zwei verschiedene Gewebetypen: das zentrale symbiontische Gewebe und das
periphere Gewebe. Im peripheren Knollchengewebe, das ausschliefdich aus nicht infizierten
Zelen besteht, kénnen das innen liegende Kndllchenparenchym mit den Leitbindeln und der
aul¥en liegende Kndllchenkortex unterschieden werden (Abbildungen B.1 und B.2). Eine
Knollchenendodermis, die mit der Wurzelendodermis verbunden ist, trennt Kortex und
Parenchym des Kndllchens (Brewin, 1991; Nap und Bisseling, 1990). Das Kndllchen-
parenchym ist als Diffusionsbarriere daran beteiligt, die Konzentration an freiem Sauerstoff im
zentralen Kndllchengewebe gering zu halten, was essentiell fir die Aktivitét des Nitrogenase-
Enzymsystems der Mikrosymbionten ist (Nap und Bisseling, 1990), da Sauerstoff den
Nitrogenase-Cofaktor irreversibel denaturieren wirde.

Abbildung B.1 (folgende Seite): Hauptstadien der Organogenese eines indeterminierten und eines
determinierten Wurzelknéllchens.

Die aufeinander folgenden Stadien der Organogenese von indeterminierten und determinierten
Wurzelkndllchen sind von der Chemotaxis des Mikrosymbionten bis zur Ausbildung eines reifen Knéllchens
dargestellt (entsprechend der Differenzierung der Wurzel folgt man der Zeichnung von unten nach oben).
Rhizobien werden durch Wurzelexudate chemotaktisch angelockt und besiedeln den Wurzelraum. Im Exudat
enthaltene phenolische Signalmolekile (nod-Induktoren) induzieren die nod-Gen Transkription des homologen
Rhizobienstammes, der daraufhin wirtsspezifische Chitooligosaccharid-Molekiile, sog. NOD-Faktoren syntheti-
siert. Die Rhizobien heften sich an junge Wurzelhaare an. Das Wurzelhaar krimmt sich unter dem Einfluf3 der
rhizobiellen NOD-Faktoren und schliefdt die Rhizobienkolonie in einer Tasche ein. Nach Abbau der Wirtszell-
wand dringen die Rhizobien Uber eine neusynthetisierte tunnel@hnliche Struktur, den sog. Infektionsschlauch,
in das Wurzelhaar ein und weiter in das darunterliegende Gewebe. Zugleich teilen sich Wirtszellen - angeregt
durch den NOD-Faktor, oder ein sekundéres Pflanzensignal - im inneren bzw. auleren Wurzelkortex (iK; 8K;
indeterminierter bzw. determinierter Kndllchentyp). Nach Erreichen dieser Zellen werden Rhizobien aus den
Infektionsschlduchen in die jungen Wirtszellen entlassen. Wéhrend die infizierten Zellen im Fall des nicht-
determinierten Knollchentyps ihre Teilungsféhigkeit verlieren und sich ein neues Meristem im distalen Cortex
bildet, teilen sich die infizierten Zellen beim determinierten Kndllchentyp samt den Rhizobien noch einige
Tage und bilden so das infizierte Knéllchengewebe. Das neu induzierte Meristem der nichtdeterminierten
Knollchen bleibt dagegen bestehen und ist stets bakterienfrei. Nach proximal proliferierte Zellen werden von
den Infektionsschlauchen kontinuierlich infiziert. Die ins Wirtscytoplasma entlassenen Rhizobien
differenzieren zu reifen Bakteroiden, die atmosphérischen Stickstoff fixieren. Zum Schutz der O,-
empfindlichen rhizobiellen Nitrogenase herrschen im zentralen Kndllchengewebe mikroaerobe Verhétnisse.
Diese stellen sich aufgrund der Kndllchenstruktur und der hohen Stoffwechselaktivitdt im symbiotischen
Gewebe ein. Leghdmoglobin (Lb), ein wirtssynthetisiertes Hadmoprotein, versorgt die aeroben Bakteroide mit
Sauerstoff. Von den Bakteroiden zu Ammoniak reduzierter Luftstickstoff wird in eine geeignete Transportform
(A) umgewandelt und Uber das Phloem der Leitbiindel in das Ubrige Pflanzengewebe exportiert, umgekehrt
wird Saccharose (S) aus den griinen Pflanzenteilen zur Versorgung des Kndllchens importiert.

Abkirzungen: Knéllchenmeristem (1); Préfixierungszone (I1); Interzone (11-111); Fixierungszone (I11; FZ);
Seneszenzzone (1V; S); Endodermis (E); Kndllchenkortex (KK); innerer Kortex (iK); @uf3erer Kortex (8K);
Leitbindel (LB); Sklerenchym (SC); Pericykel (P); Leghdmoglobin (Lb), Asparagin (A), Saccharose (S).

Nach Kapp (1996), modifiziert.
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Das zentrae symbiontische Gewebe mit seiner Zonierung ist das charakteristische Gewebe
indeterminierter Wurzelknollchen. Nach Vasse et al. (1990) unterscheidet man in Richtung der
Knollchenbasi s aufeinander folgend (Abbildung B.2):

» die apikale meristematische Zone |

die Préfixierungszone I

die Interzone 1-111

die Stickstoff fixierende Zone 11l
dieineffektive Zone 111

die Seneszenzzone 1V (in alten Kndllchen)

YV V V V

Abbildung B.2: Schematische und lichtmikroskopische Struktur eines indeterminierten Wurzelkndllchens.

Die histologischen Strukturen eines medianen Longitudinalschnitts durch en indeterminiertes
Wurzelknéllchen werden anhand einer schematischen Zeichnung und der lichtmikroskopischen Aufnahme
eines mit Toluidinblau O geférbten Semi-Dunnschnitts durch ein Ackerbohnenkndlichen gezeigt. Die einzelnen
Regionen sind wie folgt gekennzeichnet: KP, Kndllchenparenchym; KK, Knéllchenkortex; KLB,
Kndllchenleitbiindel; KED, Kndllchenendodermis, WZZ, Wurzelzentralzylinder; WED, Wurzelendodermis;
WK, Wurzelkortex. Das zentrale symbiontische Gewebe besteht aus folgenden Zonen: |, meristematische Zone;
I1, Préfixierungszone; 11-111, Interzone; I11, Stickstoff fixierende Zone und ineffektive Zone; IV, Seneszenzzone.
Der Bereich des Kndllchens, in dem effektiv Stickstoff fixiert wird, ist in der schematischen Darstellung
schwarz markiert, eine abnehmende Fahigkeit zur Stickstoffixierung ist durch Graustufen angedeutet.
Schematische Darstellung nach Hohnjec (1997).

Etwa die Halfte aler Zellen im zentralen symbiontischen Gewebe werden von den Rhizobien
infiziert. Die Infektionsschlauche, die teilungsaktive Bakterien enthalten, durchwachsen
zunéchst die Prafixierungzone |11 und entlassen im distalen Bereich dieser Zone die Bakterien in
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das Cytoplasma der Pflanzenzellen. Dabel bleiben die Mikrosymbionten &hnlich einer
Endocytose (Bassett et al., 1977) von einer Membran pflanzlichen Ursprungs, der Peri-
bakteroidmembran (Whitehead und Day, 1997) umschlossen. Der Bereich zwischen dem
Mikrosymbionten und der Peribakteroidmembran (PBM) wird als Peribakteroidraum bezeich-
net (Brewin, 1991; Franssen et al., 1992). Innerhalb der PBM differenzieren die Bakterien zu
endosymbiontischen Bakteroiden, pleomorphen Formen, die ohne weitere Zellteilungen an
Grofe zunehmen, so dass die infizierten Zellen des zentrden Gewebes am Ende dieses
Vorganges dicht mit Bakteroiden angefullt sind. Die PBM bildet die Schnittstelle zwischen den
symbiontischen Partnern, Uber die Signale und Stoffwechsel produkte ausgetauscht werden und
die eine Abwehrresktion der Pflanze gegen die , intrazellul&ren” Bakterien verhindert (Nap und
Bisseling, 1990; Vermaet al., 1992).

Grundlage der Nomenklatur der einzelnen Knollchenzonen sind die umfassenden ultrastruktu-
rellen Verdnderungen, denen die Bakteroiden wahrend der Ausdifferenzierung der zentralen
Knollchengewebe unterliegen (Vasse et al., 1990). Lediglich Bakteroide der Stickstoff fixie-
renden Zone Il enthalten den Nitrogenase-Enzymkomplex und sind somit in der Lage,
molekularen Stickstoff zu fixieren. Der Uberwiegende Teil des fixierten Stickstoffs diffundiert
in Form von Ammonium in das Cytoplasma der Wirtspflanze, wo er assimiliert wird. In
Richtung der ineffektiven Zone 111 und der Seneszenzzone IV nimmt die Fahigkeit der Bak-
teroide zur Stickstoffixierung deutlich ab (Vasse et al., 1990). Die Préfixierungszone Il und die
Stickstoff fixierende Zone 111 werden durch die Interzone I1-111 getrennt. Dieser Bereich aus
nur wenigen Zellschichten stellt eine wichtige Grenzschicht dar, in der entscheidende Schritte
der Gewebe- und Bakteroiddifferenzierung kurz vor dem Einsetzen der symbiontischen
Stickstoffixierung stattfinden (Franssen et al., 1992; Vasse et al., 1990). So werden zum
Beispiel in diesen Zellen die bakteriellen Nitrogenasegene nifA und nifH dereprimiert (Yang et
al., 1991) und von pflanzlicher Seite wird im Luzernekndllchen die Expression der Leghdmo-
globin-Gene angeschaltet (de Billy et al., 1991). Die vornehmlich in der Interzone I1-111 zu
findenden stérkehaltigen Amyloplasten erlauben eine eindeutige Identifizierung dieses
Gewebes.

B.1.4 Expresssion pflanzlicher Genein Wurzelkndlichen

Die Infektion einer Leguminose mit kompatiblen Rhizobien fuhrt zur Synthese spezifischer
Transkripte und Genprodukte in der Pflanze. VVon besonderem Interesse fur die Aufklarung der
genetischen Grundlagen der Organogenese von Wurzelknélichen und der symbiontischen
Stickstoffixierung sind dabei digjenigen Transkripte (Delauney und Verma, 1988) und Proteine
(Bissdling et al., 1983; Campos et al., 1987; Legocki und Verma, 1980), die ausschliefdich
oder Uberwiegend im Knollchengewebe vorkommen. Nach der urspriinglichen Definition von
Legocki und Verma (1980) und van Kammen (1984) werden pflanzlichen Proteine, die
ausschlieldich in den Wurzelknéllchen vorkommen, as Noduline bezeichnet. In Abhangigkeit
vom Expressionszeitpunkt der korrespondierenden Gene wird zwischen frihen und spéten
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Nodulinen unterschieden (Govers et al., 1985; Govers et al., 1987). Als Referenzzeitpunkt
dient dabel der Beginn der Stickstoffixierung (Nap und Bisseling, 1990), dem der Startpunkt
der Leghédmoglobinexpression unmittelbar vorausgeht (Hirsch, 1992). Nach den Nomen-
klaturregeln von van Kammen (1984) sowie Nap und Bisseling (1990) werden die Transkripte
friher Noduline als ,,ENOD* und die Transkripte spéter Noduline als ,NOD* gekennzeichnet.
Zusétzlich werden die Initialen der Pflanzengattung (grof®) und der Art (klein), aus der die
Nodulinsequenzen isoliert wurden, vorangestellt. Kodiert eine Sequenz fir ein Nodulin
unbekannter Funktion, so wird in der Regel die theoretische molekulare Masse des abgel eiteten
Proteinsin kD as Endzahl an die Bezeichnung angefiigt, in manchen Féllen aber auch nur eine
Stamm- oder Labornummer. Ein Transkript, das beispielsweise fur ein frihes Nodulin aus
Vicia faba mit einer theoretischen molekularen Masse von 18 kD kodiert, wére als VIENOD18
zu bezeichnen. Noduline bekannter Funktion werden in der Regel in Anaogie zu den
homol ogen Proteinen benannt.

Den spédten Nodulinen kénnen tdberwiegend Aufgaben in der Funktionsphase des Knéllchens
zugeordnet werden. Es handelt sich bei ihnen Uberwiegend um Enzyme des Kohlenstoff- und
Stickstoffmetabolismus des Kndllchens, die der Energieversorgung des Mikrosymbionten und
der Assimilation des gebildeten Ammoniums dienen (Mylona et al., 1995; Verma, 1988). Zu
ihnen z&hlen die Knollchen-spezifisch bzw. Kndllchen-amplifiziert exprimierten Isoformen der
Saccharose-Synthase (Thummler und Verma, 1987), der Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
(Pathirana et al., 1997), der Glutamin-Synthetase (Boron und Legocki, 1993; Marsolier et al.,
1995; Roche et al., 1993), der Asparagin-Synthetase (Tsai und Coruzzi, 1990), der Aspartat-
Aminotransferase (Gantt et al., 1992) und der Uricase (nur in determinierten Kndllchen;
Bergmann et al., 1983; Sanchez et al., 1987). All diese spaten Noduline haben eine Funktion,
die in unmittelbarem Zusammenhang mit der Energieversorgung der Bakteroide Uber den
Abbau von Kohlenstoffverbindungen zu Dicarbonsauren steht bzw. sind an der priméren
Assmilation des fixierten Stickstoffs beteiligt. Zu den am besten untersuchten spéten
Nodulinen zdhlen die fir die Sauerstoffversorgung der Bakteroide essentiellen
Leghdmoglobine (Gualtieri und Bisseling, 2000). Diese monomeren Globine, die eine sauer-
stoffbindende H&mgruppe tragen, machen in der Regel den bei weitem grofdten Anteil der
Knollchenproteine aus. Thre Aufgabe besteht einerseits in einer ausreichenden Sauerstoffver-
sorgung der Bakteroide, die in der mikroaeroben Umgebung des Knollchens eine hochaktive
Zelatmung durchfihren missen, um die fur die Fixierung des molekularen Stickstoffs nétigen
Energiedquivaente bereitstellen zu kénnen (Appleby, 1984; Tjepkema und Winship, 1980).
Andererseits gewdhrleisten die Leghdmoglobine gleichzeitig eine geringe Konzentration an
freiem Sauerstoff in den infizierten Zellen, was den Nitrogenase-Enzymkomplex vor einer
irreversiblen Hemmung schiitzt (Shaw und Brill, 1977).

Spéte Noduline sind auch als Komponenten der Peribakteroidmembran identifiziert worden
(Fortin et al., 1985; Verma et al., 1992). Ein bekanntes Beispid ist das Nodulin-26 der
Sojabohne (Fortin et al., 1987), das as Poren-formendes Protein fur die Aufnahme von lonen
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oder kleinen Metaboliten verantwortlich sein konnte (Miao und Verma, 1993; Weaver et al.,
1994).

Im Gegensatz zu den spédten Nodulinen ist die Rolle der frihen Noduline noch unzureichend
untersucht. Gesicherte experimentelle Nachweise von Funktionen liegen bislang noch nicht
vor, obwohl frihe Noduline bereits in vielen Leguminosen identifiziert wurden (Schultze und
Kondorosi, 1998). Ergebnisse von Expressions- und Lokalisationsexperimenten lassen jedoch
darauf schlief3en, dass sie am Infektionsprozess und an den frihen Stadien der Knéllchenent-
wicklung beteiligt sind (Bissdling et al., 1991; Franssen et al., 1992; Kouchi und Hata, 1993).
Viele der identifizierten Transkripte friher Noduline kodieren fur potentielle Zellwandpro-
teine, wodurch die Bedeutung der Abanderungen der Zellwandzusammensetzung wahrend der
Infektion und der Knéllchenorganogenese deutlich wird. Zu diesen Nodulinen z&hlen unter
anderem die Prolin-reichen Proteine ENOD2, ENOD5, ENOD10, ENOD11 und PRP4 (Hirsch
und LaRue, 1997; Mylona et al., 1995), Extensine (Arsenijevic-Maksimovic et al., 1997),
Glycin-reiche Proteine (Kuster et al., 1995a; Schroder et al., 1997) und die Peroxidase Ripl
(Cook et al., 1995; Peng et al., 1996). Die raumlichen und zeitlichen Expressionsmuster sind
fur jedes Gen charakteristisch und markieren verschiedene Stadien der Knollchenentwicklung
(Schultze und Kondorosi, 1998).

Zu den fruhesten NOD-Faktor-induzierten Markergenen gehtren ENOD12 (Bauer et al.,
1994; Horvath et al., 1993; Journet et al., 1994) und ripl (Cook et al., 1995; Peng et al.,
1996), die beide sowohl in Wurzelhaaren a's auch in Knéllchenprimordien exprimiert werden.
Den ENOD40-Genen der Leguminosen kommt eine Sonderstellung unter den bisher identifi-
zierten und untersuchten Nodulingenen zu. Sie kdnnten eines der Elemente sein, die die
Initiation von Knollchen kontrollieren (Schultze und Kondorosi, 1998). Die Transkripte sind in
Knollchenprimordien stark exprimiert und durch NOD-Faktoren induzierbar (Crespi et al.,
1994; Minami et al., 1996; Vijn et al., 1995a). | nteressanterwei se scheinen ENOD40-Gene nur
fur ein jewells 12 bis 13 Aminosauren kleines Peptid zu kodieren (Vijn et al., 1995b).

Obwohl es zu erwarten ist, dass die Signatransduktion in Wurzelkndllchen eine ganze Reihe
von spezifisch exprimierten Genen erfordert, wurden bisher nur einige wenige Gene mit
vermeintlicher Funktion in der Signaltransduktion isoliert. Zu diesen gehdren die Gene Msghl
aus M. sativa (McKhann et al., 1997) und LjRac2 aus Lotus japonicus (Borg et al., 1997
Borg et al., 1999) mit Homologien zu GTP-bindenden Proteinen, die zwei MADS-Box Gene
nmh5 und nmh7 aus M. sativa (Heard et al., 1997; Heard und Dunn, 1995), ein putatives
Proteinkinase-Gen und ein Zinkfinger-Gen (Frugier et al., 1998), sowie das Annexin-Gen
MtANNnl aus M. truncatula (Niebel F de et al., 1998). Das Genprodukt des LjCbpl-Gens aus
L. japonicus weist starke Homologien zu Calcium-bindenden Proteinen auf (Webb et al.,
2000) und konnte somit in Calmodulin-ghnlicher Weise an der Signaltransduktion beteiligt
sein. Die bidang grofdte Entdeckung hinsichtlich der Signaltransduktion in Wurzelkndllchen
stellt sicherlich das ebenfalls Uber , Transposon-Tagging* aus L. japonicus isolierte ninl-Gen
dar (Schauser et al., 1999), da es das erste klonierte Pflanzengen ist, das nachweidich fir die
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Bildung von Infektionsschlduchen und die Initiation von Knollchenprimordien bendtigt wird.
Die Aminosauresequenz des abgeleiteten Nin-Proteins weist teilweise Homologien mit Trans-
kriptionsfaktoren auf und ist moglicherweise an der Regulation von Genen in Abhéangigkeit
vom Stickstofflevel der Pflanze beteiligt (Schauser et al., 1999).

Die Einflhrung sensitiverer Detektionsmethoden wie zum Beispiel RT-PCR im Vergleich zu
Northern Blots und die Genomprojekte fir mehrere Modellpflanzen wie zum Beispiel Arabi-
dopsis thaliana, M. truncatula und Reis haben mittelbar zu der Erkenntnis beigetragen, dass
viele Gene, die bisher als Kndllchen-spezifisch exprimiert angesehen wurden, auch im nicht-
symbiontischen Gewebe der Wirtspflanze exprimiert werden und dass homologe Gene auch in
Nicht-Leguminosen gefunden werden kdnnen (Gualtieri und Bisseling, 2000; Reddy et al.,
1999). So konnten zum Beispiel ENOD40-homologe Gene auch aus den Monokotyledonen
Mais und Reis isoliert werden (Kouchi et al., 1999). Diese Resultate lassen vermuten, dass
Symbiose-spezifische Genfunktionen aus Genen mit einer allgemeinen Funktion, die unter
hoheren Pflanzen weitverbreitet sind, hervorgegangen sind und dass die Evolution der homo-
logen Gene letztlich zu einer urspringlichen Pflanze zurlckfuhrt (Guatieri und Bisseling,
2000; Kouchi et al., 1999; Schultze und Kondorosi, 1998). Fir eine Datierung dieser evolu-
tionéren Vorgange spidlt die Tatsache eine Rolle, dass Endosymbiosen zwischen Bakterien und
Pflanzen offensichtlich auf Angiospermen beschrankt sind, im Falle der Rhizobien-
Leguminosen Symbiose sogar auf enige Gattungen der Familie der Leguminosae in der
Ubergeordneten Rosid | Klasse (Soltis et al., 1995). Da die friihesten Angiospermen aus der
Kreidezeit datieren und ihre Verbreitung somit vor etwa 110 Millionen Jahren stattfand (Qiu et
al., 1999), ist dies auch der friheste Zeitpunkt der Entwicklung von Endosymbiosen zwischen
Bakterien und Pflanzen.

B.2 Diearbuskulare Mykorrhizasymbiose

B.2.1 Bedeutung und Formen der Mykorrhizasymbiose

Der Begriff Mykorrhiza, der sich aus den griechischen Worten ,,mykes* fur Pilz und ,,rhiza* fir
»Wurzel® zusammensetzt, wurde von A.B. Frank im Jahre 1885 gepragt und beschreibt die
mutudistische Verbindung zwischen Pflanzenwurzeln und Pilzen (Frank, 1885). Mykorrhiza-
pilze entwickeln ausgedehnte Hyphengeflechte im Boden, besiedeln aber gleichzeitig das
kortikale Gewebe der Wurzeln und vergrof3ern so die effektive absorptive Oberfléche der
Pflanzenwurzel. Sie sind an der Aufnahme von Phosphat und anderen |6dlichen Nahrstoffen aus
dem Boden und ihrem Transport zu den Wurzeln der Pflanzen beteiligt (Smith et al., 1994). Im
Gegenzug versorgt die Pflanze den Pilz mit Photosyntheseprodukten, vornehmlich in Form von
Glukose und Fruktose (Bago et al., 1999; Solaiman und Saito, 1997). Neben dieser
Verbesserung der Nahstoffversorgung der Pflanzen vor alem auf nahrstoffarmen und
trockenen Boden werden diese durch die Mykorrhizasymbiose resistenter gegen Umweltstress
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und Pflanzenpathogene (Jeffries, 1987; Newsham et al., 1995), was die Bedeutung dieser
Symbiose insbesondere fir die Landwirtschaft verdeutlicht.

Etwa 95 % adler Pflanzenarten sind Familien zugeordnet, die als mykorrhizierbar gelten,
obwohl eine tatsachliche Mykorrhizierung erst fir ca. 3 % der Gesamtanzahl untersucht wurde
(Smith und Read, 1997). Mykorrhizasymbiosen kdnnen grob in die endotrophe Mykorrhiza
(Endomykorrhiza) und die ektotrophe Mykorrhiza (Ektomykorrhiza) unterteilt werden (Barker
et al., 1998; Smith und Read, 1997). Bei der Ektomykorrhiza gehen Basidiomyceten,
Ascomyceten oder Zygomyceten als Pilzpartner eine Symbiose mit Gymnospermen und
holzigen Angiospermen ein. Die Hyphen wachsen ausschliefdich zwischen den kortikalen
Wurzelzellen (interzellulér) der Wirtspflanze und formen einen dichten Mantel um die lateralen
Wurzeln, die, einmal kolonisiert, die Elongation einstellen. Die Endomykorrhiza beschreibt
Symbiosen von holzigen oder krautartigen Angiospermen, sowie Gymnospermen,
Pteridophyten und einigen Bryophyten mit Basidiomyceten, Ascomyceten sowie sechs
Gattungen von Pilzen in der Ordnung Glomales der Zygomyceten (Harrison, 1999; Morton
und Benny, 1990). Hierbel wachsen die Hyphen sowohl interzellul&r als auch intrazelluldr. Der
Pilz wachst somit bel dieser Form der Mykorrhiza auch in die kortikalen Wurzelzellen hinein.
Die Endomykorrhiza kann wiederum in die arbuskulére Mykorrhiza (Zygomyceten), die
Erikaceen-Mykorrhiza (Ascomyceten) und die Orchideen-Mykorrhiza (Basidiomyceten)
unterteilt werden, wobel die arbuskuldre Mykorrhiza durch ihr Auftreten bel mehr als 80 %
aler existierenden Pflanzenfamilien den weitaus grofdten Wirtsbereich aufweist (Gianinazzi-
Pearson, 1996a).

B.2.2 Entwicklung von arbuskularen Mykorrhizen

Fossile Funde weisen auf die Existenz von Mykorrhiza in den frihesten vaskularen
Landpflanzen hin, die vor mehr as 400 Millionen Jahren im friihen Devon vorkamen, wéhrend
molekul ar-phylogenetische Forschungen zeigen, dass die frihesten AM-Pilze sich etwa zur
gleichen Zet (vor 462-353 Millionen Jahren) aus einem eng verwandten, nicht-
mykorrhizierenden Taxon entwickelten (Remy et al., 1994; Simon et al., 1993). Es wird daher
vermutet, dass die friihe Besiedlung der Landmassen durch Pflanzen und die Evolution der
Pflanzenwelt durch Pflanzen in Symbiose mit co-evolvierenden AM-Pilzen erméglicht wurde
(Pirozynski und Malloch, 1975). Jingste Funde von fossilen Pilzhyphen- und Sporen mit
starken Ahnlichkeiten zu heutigen AM-Pilzen (Redecker et al., 2000) unterstiitzen diese
Vermutungen. Mit einem Alter von ca. 460 Millionen Jahren existierten diese Glomus-
ahnlichen Pilze bereits zu einer Zeit, as die Landflora sehr wahrscheinlich nur aus Pflanzen auf
bryophytischer Entwicklungsebene bestand. Die obligat biotrophe Lebensweise der AMPilze
hat ihre genaue Analyse sowie ihre Taxonomie wesentlich erschwert und ihre Kultivie-rung in
Abwesenheit des pflanzlichen Symbiosepartners bisher verhindert (Harrison, 1999).

AM-Pilze sind in der Lage, die epidermaen und kortikalen Zellen von Wurzeln zu kolonisie-
ren, aber sie dringen nicht in das vaskuldre System oder das Meristem der Wurzeln ein. Die
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morphologischen Stadien der Entwicklung sind dabel variabel und hangen hauptséchlich von
der beteiligten Pflanzenart ab (Bonfante-Fasolo, 1984; Bonfante-Fasolo und Perotto, 1995).
Im Allgemeinen kommen wachsende Pilzhyphen von Sporen im Boden oder benachbarten
Pflanzenwurzeln mit der Wurzeloberflache in Kontakt, wo sie differenzieren und ein Appres-
sorium ausbilden (Abbildung B.3). Das Wachstum der Hyphen in Richtung Wurzel und die
ausschliefdiche Bildung von Appressorien an den Wirtspflanzen der jeweiligen AM-Pilze |&sst
auf Signale pflanzlichen Ursprungs schlief3en, die diesen Vorgang beeinflussen. So stimulieren
pflanzliche Exudate das Wachstum und die Verzweigung der Hyphen (Giovanetti et al., 1993;
Giovanetti et al., 1994; Harrison, 1999). Insbesondere Flavonoide, Isoflavonoide und
phenolische Komponenten der Zellwand von Wurzeln werden als mogliche Signalmolekiile
vorgeschlagen (Bécard et al., 1992; Harrison, 1997).

Ausgehend vom Appressorium dringt der Pilz zwischen zwei epidermalen Zellen oder durch
Eindringen in eine epidermale oder Wurzelhaarzelle in die Wurzel ein (Bonfante-Fasolo, 1984).
Die welitere interne Entwicklung des Pilzes in der Wurzel wird durch den Wirt beeinflusst, so
dass ein und dieselbe Pilzart verschiedene Morphologien in Abhangigkeit von ihrer jeweiligen
Wirtspflanze aufweisen kann (Gerdemann, 1965; Jacquelinet-Jeanmougin und Gianinazzi-
Pearson, 1983). Die beiden Hauptformen werden as Paris- und als Arum-Typ bezeichnet
(Smith und Smith, 1997), wobel sich die bisherigen Forschungen auf Grund der grof3eren
Bedeutung fur die Landwirtschaft ausschliefdlich auf den Arum-Typ konzentrieren.

In der Mykorrhiza des Arum-Typs wéchst die Pilzhyphe nach dem Eindringen in die Wurzel
zundchst interzelluldr (Abbildung B.3). Beim Erreichen des inneren Kortex durchdringen
Verzweigungen, die den interzellularen Hyphen entspringen, die kortikalen Zellwande. In den
kortikalen Zellen kommt es zu einer Ausdifferenzierung der Hyphen zu stark verzweigten,
terminalen Strukturen, die als Arbuskeln bezeichnet werden (Abbildung B.3).

Da die sich innerhalb der kortikalen Zellen entwickelnden Arbuskeln von der sich ausdehnen-
den Plasmamembran der Pflanzenzelle umschlossen sind, bleiben sie apoplastisch. Diese sich
eng um die Arbuskeln legende Membran wird als periarbuskuldre Membran bezeichnet. Eine
mit der Entwicklung der Arbuskeln einher gehende zunehmende Verringerung der Starke der
Pilz-Zellwand fuhrt letztlich zu einer ausgedehnten intrazelluldren Schnittstelle zwischen
Mikro- und Makrosymbiont, in der diese in sehr engem Kontakt sind und nur durch ihre zwei
Membranen und einen schmalen Apoplasten pflanzlichen Ursprungs getrennt sind (Bonfante-
Fasolo und Perotto, 1992; Smith und Gianinazzi-Pearson, 1988). Immunologische Unter-
suchungen haben gezeigt, dass die Schnittstelle aus vielen Verbindungen pflanzlichen
Ursprungs, wie zum Beispid Xyloglukanen, Arabinogaaktanen, b-D-1,3-Glukanen und
Hydroxyprolin-reichen Proteinen besteht (Balestrini et al., 1997, Baestrini et al., 1994).
Gleichzeitig mit dem Wachstum innerhalb der Wurzel bildet der Pilz externe Hyphen aus, die
sich im Boden verzweigen und der Aufnahme von Nahrstoffen und Wasser dienen. Es wird
angenommen, dass die Abgabe von durch die Hyphen in die Arbuskeln gelangten Na&hrstoffen
an die Pflanze und die Aufnahme von Photosyntheseprodukten der Pflanze durch den Pilz an
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Abbildung B.3: Ubersicht iiber die Kolonisierung einer Wurzel durch einen AM-Pilz.

Auf der linken Bildhélfte ist die Kolonisierung einer Wurzel durch einen AM-Pilz von der Sporenkeimung
Uber die Bildung eines Appressoriums bis hin zur Entwicklung von Arbuskeln und Vesikeln im Kortexgewebe
schematisch dargestellt. In der Mitte der Abbildung ist eine infizierte Kortexzelle mit Arbuskel im Detail
gezeigt. Die verschiedenen Strukturen sowie die Membran-Bereiche, fir die ATPase-Aktivitét gezeigt werden
konnte, sind durch verschiedene Farben hervorgehoben. Modifiziert nach Harrison (1997).

Die rechte Bildhélfte zeigt die lichtmikroskopische Aufhahme einer ausgereiften Arbuskel des AM-Pilzes
Glomus mosseae mit zahlreichen fein verzweigten Hyphen. Hierzu wurde ein Semi-Dinnschnitt einer
infizierten Wurzel mit heiBer Alkali aufgeklart und mit dem Farbstoff Chlorazal schwarz E angeférbt (Mark
Brundrett, CSIRO, Australien). Der Balken entspricht 10 pum.

der intrazelluléaren Schnittstelle geschehen (Harrison, 1999). Nach der Ausbildung der Arbus-
keln bilden einige Arten von AM-Pilzen zusétzlich lipidgefillte Veske in interzelluldren
Raumen der Wurzel, von denen angenommen wird, dass sie als Speicherreseven fir den Pilz
dienen (Smith und Gianinazzi-Pearson, 1988).

Trotz des Aufwandes, den der Pilz und die Pflanze zur Entwicklung der Symbiose haben,
besitzen die Arbuskeln mit weniger als 15 Tagen eine relativ kurze Lebensdauer. Nach dieser
Zeit dirbt die Arbuskel ab, die Wirtszelle aber differenziert sich wieder zu einer parenchalen
Kortexzelle, die wieder die Fahigkeit zur Aufnahme einer Arbuskel besitzt (Alexander et al.,
1988, 1989).
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B.2.3 Molekulare Veranderungen be der Entwicklung der arbuskuldren
Mykorrhiza

Sowohl die unterschiedlichen Wuchsformen, die in Wirtspflanzen des Arum- und Paris-Typs
beobachtet werden kénnen, als auch eine Pisum sativum Mutante, in der sich Arbuskeln kaum
entwickeln, weisen darauf hin, dass die Pflanze auch dieses Stadium der Interaktion kontrolliert
(Gianinazzi-Pearson, 1996a; Gianinazzi-Pearson et al., 1991a). In den infizierten
Pflanzenzellen |6st die Ausbildung der Arbuskel starke Verdnderungen aus. Es kommt zu einer
verstdrkten Kernaktivitét, einem Anstieg der Zahl von Zellorganellen, einer intensiven
Neusynthese von Membransystemen und einer differentiellen Genexpression, die die Synthese
Symbiose-spezifischer Proteine nach sich zieht (Harrison, 1999).

So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass ein a-Tubulingen aus Mais in Pflanzenzellen
exprimiert wird, in denen sich Arbuskeln entwickeln (Bonfante et al., 1996). Die Induktion
dieses Gens steht in Ubereinstimmung mit beobachtbaren Veranderungen im Cytoskelett, die
eine Umorganisation der inneren Struktur der Zelle zur Folge haben, um den nétigen Raum fir
die sich entwickelnde Arbuskel zu schaffen. Die starke Ausdehnung der Plasmamembran zur
Bildung der periarbuskuldren Membran, zusammen mit der notwendigen Etablierung von
Transportmechanismen in dieser Membran, um den Nahrstoffaustausch zu gewéahrleisten, er-
kldren, warum viele der bisher identifizierten Mykorrhiza-spezifischen cDNAs fir potentielle
Membranproteine kodieren. Dennoch sind die fr den Transport von Kohlenstoffverbindungen
oder Phosphat verantwortlichen Membrantransporter bisher unbekannt (Harrison, 1999). Zu
den identifizierten potentiellen Membranproteinen zdhlen unter anderem eine cDNA aus der
Gerste, deren abgeleitete Aminosauresequenz Homologien mit H*-ATPasen aufweist (Murphy
et al., 1997) und eine cDNA aus der Petersilie, die fur ein Mitglied der MIP (,, membrane
intrinsic protein“)-Familie kodiert (Roussel et al., 1997). Die integralen MIP-Proteine
erleichtern den Transport kleiner Molekile Uber Membranen. Als en weiteres in
mykorrhizierten Wurzeln verstérkt exprimiertes Mitglied dieser Familie ist das ein Aquaporin
kodierende Gen MtAQPL der Luzerne identifiziert worden (Krgjinski et al., 2000). Aul3erdem
fuhrten Untersuchungen an mykorrhizierten Wurzeln der Erbse zu Identifikation des Psaml-
Gens, das fiir éin Protein mit Ahnlichkeiten zu Phospholamban kodiert (Martin-Laurent et al.,
1997), einem Transmembranprotein aus Vertebraten, das die Aktivitdt von Ca’-ATPasen
reguliert. Das Psam1-Genprodukt konnte im junge Arbuskeln umgebenden Cytoplasma von
kortikalen Wurzelzellen lokalisiert werden (Martin-Laurent et al., 1998). Die Identifikation
von Mykorrhiza-spezifisch induzierten ATPasen, wie zum Beispiel der durch die Gene pma2
und pma4 kodierten Proteine (Gianinazzi-Pearson et al., 2000) und von ATPase-regulierenden
Proteinen stimmt mit biochemischen Daten tberein, die eine hohe ATPase-Aktivitét in der die
Arbuskeln umgebenden Membran vermuten lassen (Gianinazzi-Pearson et al., 1991b;
Abbildung B.3). In M. truncatula konnte ferner die spezifische Induktion eines Hexose-
Transportergens (Mtstl) in infizierten kortikalen Zellen gezeigt werden (Harrison, 1996).
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Im Hinblick auf die Entwicklung der symbiontischen Schnittstelle konnten Mykorrhiza-
spezifisch induzierte Gene identifiziert werden, die der de novo Synthese von Zellwand-
proteinen dienen konnten. Hierzu zéhlen M. truncatula Gene, die ein Hydroxyprolin-reiches
Glykoprotein (HRGP), ein putatives Arabinogalaktan Protein (AGP) und ein Xyloglukan
Endo-Transglykosylase verwandtes Protein (XET) kodieren (van Buuren et al., 1999).

Neben den Mykorrhiza-spezifisch hochregulierten Genen, gibt es aber auch solche, deren
Expression wahrend der Symbiose spezifisch verringert wird. So konnte in M. truncatula die
Verringerung der Transkripte fur vier Phosphatmangel-induzierbare Gene beobachtet werden
(Burleigh und Harrison, 1997; Liu et al., 1998). Eines dieser Gene (Mt4), dessen Funktion
bisang unbekannt ist, wird sowohl durch einen transferierbaren Faktor aus dem Spross als
Antwort auf einen Anstieg des Phosphatlevels als auch durch ein unbekanntes Signa des
besiedelnden Pilzes reguliert (Burleigh und Harrison, 1997, 1999). Die Expression eines Gens
der Erbse, Psam2, dessen Genprodukt Ahnlichkeiten mit tierischen sekretorischen Membran-
proteinen aufweist, wird wahrend der Symbiose verringert, aber wahrend der Infektion der
Wurzel mit Pilz-Pathogenen erhoht (Kragjinski et al., 1998).

B.3 Gemeinsamkeiten der arbuskuldren Mykorrhiza und der Rhizobien-
L eguminosen Symbiose

Auf den ersten Blick scheinen die Interaktionen von Pflanzen mit Rhizobien und AM-Pilzen
nicht viele Gemeinsamkeiten aufzuweisen. Die induzierten morphologischen Antworten der
Pflanze sind unterschiedlich und beide Symbiosen stellen Extreme dar, wenn es um die Wirts-
spezifitét geht. Dennoch ergeben sich in vielen Phasen der Symbiose Konvergenzen, die ver-
muten lassen, dass die genetischen Grundlagen dieser beiden Symbiosen zumindest in Teilen
tUbereinstimmen (Ubersichtsartikel von Albrecht et al., 1999; Gualtieri und Bissdling, 2000;
Hirsch und Kapulnik, 1998; Parniske, 2000).

Eine deutliche Paralele in beide Symbiosen ist die Unterdriickung pflanzlicher Abwehr-
reaktionen durch beide Mikrosymbionten. Die Suppression pflanzlicher Mechanismen gegen
Pathogenbefall ist bei der Rhizobien-Leguminosen Symbiose schon seit langerem bekannt
(McKhann und Hirsch, 1994). Vor dem Hintergrund, dass in vielen pathogenen Pilz-Pflanzen
Interaktionen die Invasion des Pflanzengewebes durch den Filz in einer ausgepragten Pflan-
zenabwehr resultiert, die das weitere Eindringen des Pilzes verhindert (Dixon et al., 1994),
scheint die arbuskuldre Mycorrhiza die am besten angepasste Pflanzen-Pilz-Verbindung zu sein
(Harrison, 1999). In AM-Symbiosen scheinen pflanzliche Abwehrregktionen nach einem
geringen voribergehenden Anstieg in den frihen Stadien der Symbiose auf ein Niveau
reduziert zu werden, das betréchtlich unter dem von nicht-kolonisierten Pflanzen liegt
(Gianinazzi-Pearson et al., 1996b; Kapulnik et al., 1996). Parallelen fir beide Symbiosen
zeigen sich zum Beispiel bei der Expression des Psam4-Gens der Erbse, das fir ein Prolin-
reiches Protein kodiert. Bei Inokulation mit einem der beiden Symbiosepartner (Pilz oder
Rhizobium) wird die Expression dieses Gens verringert, wohingegen es bel einer Infektion mit
einem Wurzel-pathogenen Pilz zu einer verstarkten Expression kommt (Lapopin et al., 1999).
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Eine weitere Gemeinsamkeit der beiden Symbiosen ist, dass der symbiontische Mikro-
organismus entweder teilweise oder vollstandig von einer Membran pflanzlichen Ursprungs
umgeben wird. Im Falle der Rhizobien ist dies die Peribakteroidmembran, im Falle der
AM-Pilze die periarbuskulare Membran. Die massive Biosynthese, die zum Aufbau einer
symbiontischen Membran notwendig ist, ist allen endosymbiontischen Systemen gemein.
Unterschiede sollten sich hingegen bel der Synthese der Proteine ergeben, die den Anforde-
rungen an die Transporteigenschaften der jewelligen symbiontischen Membranen gerecht
werden (Parniske, 2000). Die L. japonicus Mutante Ljsym4 deutet auf ein gemeinsames gene-
tisches Kernprogramm der beiden Symbiosen im Hinblick auf die ersten Schritte der Pflanze
zur Aufnahme der Symbiosepartner hin. Offensichtlich erlaubt diese Mutante den Mikrosym-
bionten die Passage durch die epidermale Zellschicht nicht, denn in der AM-Symbiose kann in
den epidermalen Zellen keine den Pilz umgebende Membran pflanzlichen Ursprungs detektiert
werden und in der Rhizobien-Symbiose kommt es trotz Wurzelhaarkrimmungen nicht zur
Bildung von Infektionsschlduchen (Bonfante et al., 2000; Parniske, 2000).

Interessanterweise sind die NOD-Faktoren, die als rhizobielle Signalmolekile fungieren,
mit einer Klasse von Molekilen verwandt, die typischer fir die Zellwand von Pilzen
(Bonfante-Fasolo et al., 1990) as fur die Oberflache von Gram-negativen Bakterien sind. Die
Stimulation der Ausbildung von Mykorrhizen in Wildtyp-Pflanzen und in Nod-Pflanzen der
Sojabohne durch rhizobielle NOD-Faktoren (Xie et al., 1995) hat zu der Hypothese gefihrt,
dass frihe Signaltransduktionswege zwischen der Rhizobien-Leguminosen Symbiose und der
arbuskuldren Mykorrhiza konserviert sind.

Den ersten Hinweis, dass allgemeine Gene der Wirtspflanze fir beide Symbiosen essentiell
sind, erbrachten die Arbeiten von Duc et al. (1989) mit Erbsen-Mutanten. Sie konnten zeigen,
dass Erbsen-Mutanten, die die Fahigkeit zur Nodulation verloren hatten (Nod), auch die
Fahigkeit zur Interaktion mit Mykorrhizapilzen eingebifét hatten (Myc). Aus Studien an
Medicago (Sagan et al., 1995), Lotus (Wegd et al., 1998) und Phaseolus (Shirtliffe und
Vessey, 1996) sind mittlerweile viele weitere Nodulations-Mutanten bekannt, die gleichzeitig
den Myc-Phanotyp aufweisen. Die Mutanten sym8, sym9 und sym19 der Erbse sind in Genen
mutiert, die fir frihe Schritte der Rhizobien- und Mykorrhiza-Interaktion essentiell sind. Diese
Mutanten konnen keinen Infektionsschlauch ausbilden (LaRue und Weeden, 1994) und,
obwohl die AM-Pilze noch Appressorien an diesen Nod/Myc-Mutanten bilden konnen,
konnen sich keine interzellul&ren Hyphen mehr entwickeln (Gianinazzi-Pearson, 1996a).

Diese Beobachtungen fuhrten zu Untersuchungen, ob Nodulationsgene auch wahrend der AM-
Symbiose exprimiert werden. Neben der Expression der spaten Nodulationsgene VfLb29 aus
V. faba (Fruhling et al., 1997 - siehe B.4.4) und NOD26 aus G. max (Wyss et al., 1990)
konnte gezeigt werden, dass die Expression der frihen M. sativa Nodulationsgene
MSENOD40 und MSENOD2 in mykorrhizierten Wurzeln (van Rhijn et al., 1997) ein énliches
gewebespezifisches Expressionsmuster wie in mit Rhizobium infizierten Wurzeln aufweist . Da
diese beiden friihen Gene in Wurzeln auch ohne eine Symbiose nur durch die Zugabe von
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Cytokinin induziert werden kénnen und die Cytokininwerte wahrend der Nodulation und auch
in mykorrhizierten Wurzeln erhéht sind (van Rhijn et al., 1997), wird angenommen, dass
Cytokinin eine der Komponenten des Signaltransduktionsweges ist, der diese beiden Gene in
beiden Symbiosen induziert.

Einen weiteren Beweis fir gemeinsame Signaltransduktionswege in beiden Symbiosen liefern
Studien zu den Genen PSENOD5 und PSENOD12A (Albrecht et al., 1998), die in Wurzeln der
Erbse wahrend der Interaktion mit AM-Pilzen und Rhizobium induziert werden. In der Nod'
/Myc-Mutante sym8 der Erbse ist die Expression beider Gene blockiert, was eine Beteiligung
des SY M8-Genprodukts an einem Signaltransduktionsweg nahe legt, der diese Gene in beiden
Symbiosen induziert (Albrecht et al., 1998).

Das LjCbpl-Gen aus Lotus japonicus, das fir ein Protein mit ausgepragten Homologien zu
Mitgliedern der Familie der Calcium-modulierten EF-Hand-Proteine kodiert, konnte as
weiterer Hinwels auf Gemeinsamkeiten in der Signaltransduktion gewertet werden. Das Gen
wird sowohl in Wurzelhaaren und Kndllchen als Antwort auf eine Infektion mit Rhizobien, als
auch in Bereichen der Wurzel, die mit Glomus intraradices infiziert wurden, exprimiert
(Parniske, 2000; Webb et al., 2000). Die korrespondierenden Transkripte des Lektin-&hnlichen
Glykoproteins PSNLEC-1C der Erbse werden ebenfalls in beiden Symbiosen exprimiert
(Baestrini et al., 1999; Dahiyaet al., 1998).

Die bestandig zunehmende Anzahl von genetischen Ubereinstimmungen, die zwischen den
beiden Symbiosen gefunden werden, und die entwicklungsgeschichtlich deutlich spétere
Datierung der Entstehung der Rhizobien-Leguminosen Symbiose in Vergleich zur arbusku-
laren Mykorrhiza haben zu der Hypothese gefiihrt, dass die Symbiose zwischen Rhizobien und
Leguminosen unter Ausnutzung bereits vorhandener Signaltransduktionswege der arbus-
kuldgren Mykorrhiza entstanden ist (van Rhijn et al., 1997). Die Fahigkeit der AM-Pilze, mit
einer breiten Masse von hoheren Pflanzen interagieren zu konnen, und die Beteiligung
allgemeiner Wirtsgene an beiden Interaktionen lésst es moglich erscheinen, dass SYM- und
ENOD-Gene, die fur die Interaktion von Leguminosen mit beiden Mikrosymbionten benétigt
werden, im Pflanzenreich weit verbreitet sind (Albrecht et al., 1999). Die ENODA40-
Homologen aus Tabak, Mais und Reis sowie die Aktivierung eines Medicago ENOD12-
Promotors durch rhizobielle NOD-Faktoren in transgenem Reis (Reddy et al., 1998)
unterstitzen diese Hypothese.
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B.4 Analyse Symbiose-spezifisch exprimierter Gene der Ackerbohne Vicia
fabalL.

Die klein- und grof3samigen Varietéten der Ackerbohne (Pferdebohne, Saubohne, Puffbohne)
Vicia faba L. gehdren zusammen mit verschiedenen Pisum und Phaseolus-Arten zu den
haufigsten in Mitteleuropa angebauten Leguminosen. Dieser auf Grund des hohen Protein-
(20-33%) und Stérkegehalts (55%) ihrer Samen zur menschlichen Ernghrung und als Futter-
pflanze in der Viehwirtschaft eingesetzten einjahrigen Leguminose kommt aber auch eine
grof3e Bedeutung in Landern des Nahen Ostens, Latein- und Nordamerikas, Asiens, Ozeaniens
und Nordost-Afrikas zu (Bond et al., 1985). lhre Verwendung in der Landwirtschaft geht bis
in die Jungsteinzeit (ca. 3000 Jahre vor Christus) zurtick und sie stammt urspriinglich
vermutlich aus dem Mittelmeerraum oder aus Vorderasien. Ausgewachsene Ackerbohnen
koénnen bis zu einem Meter grof3 werden und blihen zwischen den Monaten Ma und August
(Abbildung B.4a), wobei das Wurzelsystem der Ackerbohne mit seiner hohen Dichte an
Wurzelkndllchen (Abbildung B.4b) eine Stickstoffixierungsrate von ca. 135 kg Stickstoff pro
Hektar erzielt.

Abbildung B.4: Ausgewachsene Ackerbohnen im Feld und noduliertes Wurzel system einer Einzel pflanze.
Die Aufnahmen zeigen im Freiland der Universitét Bielefeld angezogene Ackerbohnen (a) und das von Erde
befreite, nodulierte Wurzel system einer einzelnen Pflanze (b). Nach Kister (1995c¢).

In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen an anderen Leguminosen (Legocki und Verma,
1980; Mohapatra und Puhler, 1986) zeigten proteinbiochemische Analysen die Existenz
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spezifischer oder verstérkt exprimierter Polypeptide in Wurzelkndllchengewebe der Acker-
bohne (Mohapatra et al., 1987). Mit dem Zidl, eine Analyse der Sequenz und Expression der
korrespondierenden Transkripte durchfihren zu kénnen, wurde mit Hilfe von differentiellen
Hybridisierungen eine Knollchen-spezifische V. faba cDNA-Genbank angelegt (Perlick, 1991).
Die 645 cDNAs dieser Genbank wurden mittels Kreuzhybridisierungen und Sequenzanaysen
in 44 Klongruppen sequenzverwandter Transkriptsequenzen unterteilt, die als VINDS-A bis
VINDS-M und VINDS-X1 bis VINDS-X30 bezeichnet wurden (Friihling, 1995; Perlick et al.,
1994; Perlick und Puhler, 1993). VINDS steht hierbei fir ,Vicia faba nodule differential
screening”. Durch Northern- und Southnorthern-Hybridisierungen wurde die Expression aller
44 Gene im Detail analysiert (Frahling, 1995; Perlick und Pihler, 1993). Wéhrend 25 der Gene
zusétzlich zum Wurzelkndllchen auch noch in anderen Geweben der Ackerbohne exprimiert
wurden, wurden 19 Gene ausschliefdlich im Knéllchen exprimiert und représentierten somit
definitionsgemal? Noduline. Die Analyse der Expressionskinetik der Nodulingene fihrte zu
ihrer Einstufung als friihe oder spéate Noduline der Ackerbohne (Frihling, 1995; Frihling et al.,
1997).

Die von den 44 in V. faba Wurzelknéllchen aktiven Genen kodierten Proteine konnen in acht
Klassen unterteilt werden (siehe Ubersichtsartikel von Kiister et al. (2001) und Zitate darin):
(1) Leghémoglobine, (2) Prolin-reiche Proteine (PRPs), (3) Glycin-reiche Proteine (GRPs),
(4) Cystein-Cluster Proteine (CCPs), (5) andere Noduline, (6) Enzyme des Knollchenmetabo-
lismus, (7) andere Genprodukte bekannter Funktion, (8) Genprodukte ohne signifikante Ho-
mologien zu Proteinen bekannter Funktion. Die Klasse der Legadmoglobin-Sequenzen umfasst
die Transkripte VfLbB, VfLbK, VfLb49 und VfLb29 (siehe B.4.4). Zu den PRPs gehdren die
in anderen Leguminosen intensiv untersuchten frihen Noduline ENOD2, ENODS5 und
ENOD12 sowie zwel weitere Prolin-reiche Proteine mit potentieller Zellwand-modifizierender
Funktion. Die funf GRPs stellen mit ihrem Glycingehat von zwischen 18 % und 35 % (K ster
et al., 1995a; Schroder et al., 1997) moglicherweise eine neue Klasse von Zellwandproteinen
dar, wohingegen fur die funf CCPs eine Rolle bel der Bindung von Metalionen im
Kndllchengewebe diskutiert wird (Frihling et al., 2000). Fir Enzyme, die fir den Kohlenstoff-,
Stickstoff- und Schwefel-Metabolismus im Kndllchen von Bedeutung sind, wurden Transkripte
isoliert, die fur Saccharose-Synthase (Kuster et al., 1993), Asparagin-Synthetase (K Uster et al .,
1997) und Cystein-Synthase (Perlick und Puhler, 1993) kodieren. Zur funften Gruppe zahlen
unter anderem VfENODA40-Transkripte, aber auch Transkript-Sequenzen, die fur die
modularen Noduline VINOD28/32 (siehe B.4.2), das Nodulin VINOD32 (siehe B.4.3) und das
frihe Nodulin VTENODA18 (siehe B.4.1) kodieren.

Mit dem Ziel, Hinweise auf die mogliche Funktion der kodierten Noduline zu erlangen und
Markergene fir die verschiedenen Knollchenzonen zu identifizieren, wurde der Expressionsort
einer Reithe von Transkripten im Kndllchen mit Hilfe von , Tissue-Print*-Hybridisierungen
untersucht (Albus, 1996; Schréder, 1995). So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass
VfENOD2, die PRPs VfPRP1 und VfExtl, sowie die Lipoxygenase VILOX1 (Perlick et al.,

20



EINLEITUNG

1996b) ihre Funktion wahrscheinlich im peripheren Kndllchengewebe erfillen, die Gene
VIENOD-GRP5 (Schroder et al., 1997) und VfNOD-CCP4 (Frihling et al., 2000)
beispiel swei se aber im zentralen Gewebe des Kndllchens exprimiert werden.

Die Aktivitdét der Promotoren einiger V. faba Nodulingene wurde in Form von gusAint
Reportergen-Fusionen in transgenen V. hirsuta Kndllchen untersucht. Hierbel vermittelte zum
Beispiel der Promotor des VFENOD-GRP3 Gens in Ubereinstimmung mit der Transkript-
lokaliserung (Kuster et al., 1995a) eine Uberwiegende GUS-Expression im Bereich der
Interzone 11-111 (Kuster et al., 1995b).

Im Rahmen seiner Doktorarbeit hat M. Frihling (1995) unter anderem die Expression von
Nodulin-Transkripten in Wurzeln der Ackerbohne untersucht, die von dem arbuskuléren
Mykorrhizapilz G. fasciculatum kolonisiert waren. Eine Induktion ausschliefdich sowohl in der
Rhizobien-Leguminosen Symbiose und in der arbuskul&ren Mykorrhiza konnte er dabel fur das
Leghdmoglobingen VILb29 (siehe B.4.4) nachweisen. Dartiber hinaus wurden die Transkripte
der Gene VfCaMBP1 (siehe B.4.5) und VfCLIC1 in mykorrhizierten Wurzeln im Vergleich zu
nicht-infizierten Wurzeln und zu Wurzelknollchen amplifiziert exprimiert.

Auf die grofdenteils auf Gen- und Transkript-Ebene beschrénkten Ergebnisse fur die funf
Symbiose-spezifisch oder -amplifiziert exprimierten Transkripte, die in der vorliegenden Arbeit
auf der Ebene der Proteine analysiert wurden, wird in den folgenden Abschnitten B.4.1 bis
B.4.5 néher eingegangen.

B.4.1 Dasfruhe Nodulin VfENOD18

Zwei vollstandige, kreuzhybridisierende Transkripte der cDNA-Genbank représentierten das
Nodulingen VTENOD18. Da dessen Expression funf Tage nach der Inokulation der Wurzeln
mit R. leguminosarum begann und somit wenigstens einen Tag friher einsetzt as das erste
Auftreten von Leghédmoglobin-Transkripten, was as Marker fir den Beginn der funktionellen
Phase des Kndllchens angesehen wird, wurde es als frihes Nodulin bezeichnet (Hohnjec et al.,
2000). Zu Beginn dieser Arbeit konnten in Datenbankvergleichen der abgeleiteten
Aminosauresequenz keine signifikanten Homologien zu Proteinen oder Proteinmotiven be-
kannter Funktion gefunden werden. Lediglich in der dbEST-Datenbank (Boguski et al., 1993),
in der sogenannte ,, expressed sequence tags® (ESTs) gespeichert werden, konnten homologe
cDNA-Sequenzen aus A. thaliana und Z. mays identifiziert werden. Auf Basis dieser
Homol ogien ergaben sich jedoch keine Hinweise auf die mogliche Funktion des 165 AS grof3en
Nodulins VTENOD18, denn die cDNA-Sequenzen der ESTs kodierten fir Genprodukte, deren
Funktion nicht untersucht worden war.

Durch Screening einer genomischen Bank konnte N. Hohnjec im Rahmen ihrer Diplomarbeit
10 Klone mit VFENOD18-Sequenzen isolieren (Hohnjec, 1997). Diese zeigten, dass die
VfENOD18-Transkripte durch vier Exons kodiert werden. Die Sequenzanayse der
genomischen Klone deckte die Existenz einer VFENOD18-Genfamilie auf, die aus zwei
Klassen von Isogenen bestand. Die Klasse Il Isogene enthielten die durch die cDNAs
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représentierte 5 UTR Sequenz, wohingegen Klasse | Isogene in diesem Bereich eine andere
Sequenz aufwiesen. In transgenen V. hirsuta Wurzelkndllchen vermittelte der Klasse Il Pro-
motor GUS-Aktivitét in der Interzone I1-111 und der Stickstoff fixierenden Zone 111 (Hohnjec
et al., 2000). Dies steht in Ubereinstimmung mit der Lokalisation von VFENOD18-Transkrip-
ten in Kndllchen der Ackerbohne und macht VFIENOD18 zu einem geeigneten Marker Gen fir
die funktionelle Phase der Entwicklung von V. faba Kndllchen (Kister et al., 2001).

Im Rahmen meiner Diplomarbeit (Becker, 1996) habe ich das VIENOD18-Protein in Form
eines Fusionsproteins in Escherichia coli exprimiert und anschlief3end das rekombinante
VTENOD18 aufgereinigt. Unter Einsatz dieses Proteins konnte ein Antiserum gewonnen wer-
den, das das Nodulin VIENOD18 in Western Blots mit Gesamtproteinextrakten aus V. faba
Wurzelkndllchen spezifisch detektierte. Mit der Verflgbarkeit des VTENOD18-Antiserums und
des aufgereinigten VFENOD18-Proteins war somit der Grundstein fur die Analyse dieses
Nodulins auf Proteinebene gelegt.

B.4.2 Die modularen Noduline VINOD28/32

Sequenzanalysen von 32 VINOD28/32 cDNAs zeigten, dass sechs Isoformen dieser
Transkripte existieren (KUster et al., 1994). Sie kodieren fir sechs verschiedene Noduline
VTNOD28/32 mit einer theoretischen molekularen Masse von 28 kD bis 32 kD, denen bel einer
Lange zwischen 269 und 299 Aminosauren verschiedene interne Bereiche von 12 bis 19
Aminosduren fehlen. Ihr Aufbau aus eéinem N- und einem C-terminalen Sequenzmodul in
Verbindung mit zwel verschiedenen repetitiven Sequenzmodultypen (,Repetition 1“ und
»Repetition 2°) im zentraen Bereich fihrte zu der Bezeichnung ,,modulare Noduline®
(Kister et al., 1994). Alle internen Deletionen entfernen vollstandige ,, Repetition 1“-Module,
maoglicherweise hervorgerufen durch alternatives Spleiffen der Primértranskripte des als
Einzelkopie nachgewiesenen VINOD28/32-Gens (Kuster et al., 1996). Fur das N-terminale
Modul konnte eine potentielle sekretorische Signalsequenz identifiziert werden.

Die singuldren und repetitiven Sequenzmodule weisen Homologien zu Sequenzmodulen des
Nodulins Nms25 aus M. sativa (Kiss et al., 1990; Végh et al., 1990), fur das eine Lokalisation
im Peribakteroidraum postuliert wurde, und des Nodulins Ngo28 aus Galega orientalis auf.
Zusétzlich konnten Transkript- und Gensequenzen aus V. hirsuta (Kuster et al., 1999) und
M. truncatula (Kuster et al., 2001) isoliert werden, die fur VINOD28/32-homologe modulare
Noduline kodieren. Die Lokalisation der VINOD28/32-Transkripte in Ackerbohnenkndllchen
und die Aktivitédt des Promotors in transgenen V. hirsuta Kndllchen stimmen mit der von
VTENOD18 Uberein (Kuster et al., 1996; Kuster et al., 1999). Aber weder Uber diese Lokali-
sationsstudien auf RNA- und Promotorebene noch durch die homologen modularen Noduline
konnte die Funktion der modularen Noduline VINOD28/32 aufgeklart werden. Auf Grund der
stark negativen Gesamtnettoladung der VINOD28/32-Proteine und in Anlehnung an das
Calcium-bindende, modulare ARP-Protein aus Euglena gracilis (Gumpel und Smith, 1992)
postulierten (Kuster et al., 1996) aber, dass sie im Lumen des Peribakteroidraums as Binde-
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molekule fir lonen, bakterielle Signalmolekiile oder Metaboliten des Kndllchenstoffwechsels
fungieren konnten.

B.4.3 DasNodulin VINOD32

VINOD32-Transkripte konnten in der Stickstoff fixierenden Zone 111 lokalisiert werden
(Perlick et al., 1996a) und kodieren fir ein Homolog des V. narbonensis (a/b)s-Barrel Samen-
proteins Narbonin (Schleser et al., 1978). Dartiber hinaus wies die abgeleitete VINOD32-
Aminosauresequenz lokale Homologien zu stark konservierten Bereichen des aktiven
Zentrums von Klasse |1l Chitinasen auf (Perlick et al., 1996a). S. C. Frosch (Universitét
Bielefeld) hat in seiner Doktorarbeit das Protein VINOD32 als Fusionsprotein in E. coli expri-
miert und in aufgereinigter Form zur Gewinnung von polyklonaen VINOD32-Antikorpern
eingesetzt (Frosch et al., 2001). Durch Western und Northern Blots konnte gezeigt werden,
dass das Protein nur in einem kleinen Bruchteil der untersuchten V. faba Population exprimiert
wurde, wobei es aber in Kndllchen, die VINOD32 exprimierten, fast 10% der
Gesamtproteinmenge ausmachte (Frosch et al., 2001). Trotz intensiver Bemihungen konnte
dem Protein aber keine enzymatische Funktion, wie zum Beispid ene Chitinase-Aktivitét,
zugeordnet werden.

B.4.4 Das L egh&moglobin VfLb29

Fur das Leghamoglobin-Transkript VfLb29 konnte M. Frihling (1995) im Rahmen seiner
Doktorarbeit zeigen, dass es sowohl in Wurzelknollchen der Ackerbohne induziert wird as
auch in Wurzeln der Ackerbohne, die von G. fasciculatum kolonisiert sind. In transgenen
V. hirsuta Wurzeln vermittelte der VfLb29-Promotor Aktivitét in der Interzone I1-111 und der
Stickstoff fixierenden Zone 111 (Kuster et al., 2001). Da VfLb29 ein ungewdhnlich geringes
Mal3 an Sequenz-Homologie mit anderen Leghdmoglobinen der Ackerbohne sowie mit Leg-
hadmoglobinen anderer Leguminosen aufwies, postulierten Frihling et al. (1997), dass VfLb29
eine neue Klasse von Leghdmoglobinen représentiert, die in verschiedenen symbiontischen
Interaktionen induziert werden konnen. Als mogliche Funktion von VILb29 in mykorrhizierten
Wurzeln wird spekuliert, dass es wie in Wurzelknollchen fur die Sauerstoffversorgung der
Respiration des Mikrosymbionten in den infizierten Zellen verantwortlich sein kénnte. Die
Lokalisation von VfLb29 in mykorrhizierten Wurzeln kénnte diese Hypothese unterstiitzen.

B.4.5 DasProtein VfCaMBP1

In den ersten Experimenten zu VfCaMBP1l wurde die Expression einer zum damaligen
Zeitpunkt noch verkirzten Form des ViCaMBP1-Transkripts (bezeichnet mit VINDS-X8) in
Knollchen, mykorrhizierten Wurzeln und nicht-infizierten Wurzeln der Ackerbohne untersucht
(Frdhling, 1995). Die Erkenntnis, dass es sich bei VINDS-X8 um ein in mykorrhizierten
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Wurzeln verstérkt und in Wurzelkndllchen nur sehr schwach exprimiertes Transkript handelte,
fuhrte zu Bestrebungen, das vollsténdige Transkript zu isolieren, um das Genprodukt genauer
charakterisieren zu konnen. Die Isolierung eines grofieren Klons durch M. Strangmann (1998)
ermdglichte die Identifizierung von VINDS-X8-homologen Calmodulin-bindenden Proteinen in
Datenbankvergleichen und flhrte zu der Umbenennung in ViCaMBPL1 (Vicia faba Calmodulin
Binding Protein 1). J. Kruger (1999) gelang es schliefdich, die fir VfCaMBP1 kodierende
Nukleotidsequenz zu vervollsténdigen. Es ergaben sich daraus aber keine neuen Erkenntnisse
durch Homologien zu Proteinsequenzen in Datenbanken.

B.5 Ca?", Calmodulin und Calmodulin-bindende Proteinein Pflanzen

Im Rahmen einer grof3en Anzahl zelluldrer Antworten auf externe Reize in Eukaryonten spielen
Ca™*-Signale als second messenger eine wichtige Rolle. So kontrolliert die Ca®*-Konzentration
in tierischen Zellen beispielsveise die Endo- und Exocytose sowie Zdltellung und
Muskelkontraktion. Die Ubertragung der Ca*-Signale, die Eingliederung ihrer Effekte in
solche anderer SignalUbertragungswege und die Aufrechterhaltung der homeostatischen
Balance von Ca™*, um seine cytotoxischen Auswirkungen zu minimieren, werden durch eine
spezidisierte Gruppe von zelluldren Proteinen initiiert. Es handelt sich hierbei um die Familie
der Cacium-modulierten EF-Hand-Proteine (Helix-Turn-Helix Motiv). Als verbreitetstes
Mitglied dieser Familie fungiert Camodulin (CaM) wahrscheinlich als der primére
Ca™*-Rezeptor in allen Eukaryonten (Zielinski, 1998).

Die CaM-vermittelte SignalUbertragung in Pflanzen aktiviert zahlreiche Zielproteine, die an
einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt sind (Snedden und Fromm, 1998). Biotische und
abiotische Signale wie zum Beispiel Pathogene oder Temperaturénderungen, fuhren nach ihrer
Perzeption in manchen Féllen zu einer voriibergehenden Anderung der Ca®*-Konzentration im
Cytosol und/oder den Organellen. Durch eine Erhéhung der Konzentration an freiem Ca®* kann
dessen Bindung an Ca&'-modulierte Proteine inklusve Camodulin erfolgen. Eine
Konformationséanderung der Calmoduline wird ausgelost und erméglicht deren Bindung an
eine Vielzahl zellulérer Zielproteine, die wiederum Zellfunktionen wie Metabolismus, lonen-
balance, Cytoskelett und Proteinmodifikation in einer schnellen, direkten zelluldren Antwort
innerhalb von Sekunden bis Minuten kontrollieren. Dartiber hinaus sind Calmoduline wahr-
scheinlich Uber komplexe Signalkaskaden oder direkte Bindung an Transkriptionsfaktoren an
der Regulation der Genexpression beteiligt. Diese indirekt CaM-vermittelten zelluldren Ant-
worten benétigen Gentranskription, RNA-Prozessierung und Proteinmodifikationen und sind
daher langsamer (Minuten bis Tage). Die CaM-vermittelten zelluléren Prozesse zusammen mit
solchen, die durch andere Signal Ubertragungswege gesteuert werden, machen die Antwort der
Pflanze auf externe Signale aus (Snedden und Fromm, 1998).

Camodulin bindet mit hoher Affinitét an Peptide mit einer Lange von 17 bis 25 Aminosauren,
die eine basische, amphiphatische Struktur aufweisen (O'Neil und DeGrado, 1990). An der
Bindung von Calmodulin an basische, amphiphatische a-Helices sind Uberwiegend hydrophobe
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Wechselwirkungen beteiligt (Sehe Ubersichtsartikel von Crivici und Ikura, 1995; Torok und
Whitaker, 1994). Tryptophanreste in der Aminosduresequenz der CaM-Bindestelle wurden
lange als wichtige Kennzeichen, wenn auch nicht absolute Bedingung fir eine solche
Bindestelle angesehen (O'Neil und DeGrado, 1990). Sie wurden alerdings nur in etwa der
Héfte der CaM-Bindedomanen von pflanzlichen CaM-bindenden Proteinen gefunden
(Zidinski, 1998). Neben diesen allgemeinen Gemeinsamkeiten von CaM-Bindestellen konnte in
Vergleichen der Sequenzen von CaM-Bindedoménen in CaM-regulierten Proteinen drel
Sequenzmotive identifiziert werden, die als Konsensus fur CaM-bindende Doménen dienen
koénnen (Rhoads und Friedberg, 1997). Das sogenannte ,,1-8-14 Typ B* Motiv mit der Kon-
sensussequenz (FILVW)xxxxxX(FAILVW)xxxxx(FILVW) zeichnet sich durch konservierte
hydrophobe Aminoséurereste an eben diesen Positionen 1, 8 und 14 des CaM-Bindemotivs und
eine Nettoladung von +2 bis +4 aus. Es kann unter anderem in den CaM-bindenden Proteinen
Caldesmon und Titin des Menschen und Mastoparan X aus der Wespe gefunden werden
(Rhoads und Friedberg, 1997).

Obwohl die Primérstruktur von Calmodulinen in allen Linien der Phylogenie der Eukaryonten
stark konserviert ist (Kawasaki und Kretsinger, 1994) und in Tieren eine einzelne Form von
Camodulin durch eine Multi-Genfamilie kodiert wird (Fischer et al., 1988), wurden in
Pflanzen mittlerweile mehrere CaM-Sequenzen (bis zu 12) identifiziert, die fur mehrere
CaM-Isoformen und divergierende Calmoduline kodieren (Zielinski, 1998). So wurden in
A. thaliana die CaM-Isoformen AtCaM1-9 identifiziert (Kohler et al., 1999). Neueste Unter-
suchungen zeigen, dass einige dieser Isoformen Unterschiede in ihrer Affinitét zu Zielproteinen
in A. thaliana aufweisen (Reddy et al., 1999), die sogar bis hin zu einer Zielspezifitét gehen,
diein einem volligen Ausbleiben einer Bindung an eine CaM-Bindedoméne resultiert (Kohler et
al., 1999). Ergebnisse mit den konservierten CaM-Isoformen SCaM1-3 aus G. max und den
dazu divergierenden Isoformen SCaM4& 5, mit 32 differierenden Aminosauren im Vergleich zu
den konservierten Isoformen, deuten auf dhnliche Isoform-abhéngige Bindespezifitéten in der
Sojabohne hin (Lee et al., 1995).

Den mehr as 25 identifizierten Zielen von Camodulin in Tieren, die Kinasen, Rezeptoren,
lonenkanédle und G-Proteine beinhalten (Rhoads und Friedberg, 1997), steht bisher noch eine
relativ kleine Anzahl von in Pflanzen identifizierten CaM-bindenden Proteinen gegentiber.
Dennoch handelt es sich hierbei eine sehr diverse Gruppe von Proteinen, was vermuten |8st,
dass moglicherweise ein breites Spektrum an Prozessen in Pflanzen Uber Camodulin und
Calmodulin dhnliche Proteine gesteuert wird. Zu den Camodulin-bindenden Proteinen aus
Pflanzen zahlen zum Beispie die Caf*-bindende, Ca?*-Calmodulin-abhangige Kinase CCaMK
(Ramachandiran et al., 1997), eine NTPase (Hseh et al., 1996), das basische Leucin-Zipper-
Protein TGA3 (Gawienowski, 1996) und mehrere Glutamat Decarboxylasen, deren Homologe
in Tieren interessanterweise nicht Gber Calmodulin reguliert werden (Baum et al., 1993; Zik et
al., 1998).
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Fur eine grof3e Zahl von CaM-bindenden Proteinen ist bekannt, dass sie sogenannte PEST-
Sequenzen enthalten und anféllig fir eine Proteolyse durch endogene neutrale Proteasen wie
zum Beispiel Calpain | und Calpain Il sind (Barnes und Gomes, 1995; Wang et al., 1989). So
zeigte eine Untersuchung der Aminosauresequenzen von 42 CaM-bindenden Proteinen, dass
36 dieser Proteine PEST-Sequenzen enthielten (Barnes und Gomes, 1995). PEST-Sequenzen
sind Bereiche einer Aminosduresequenz, die reich an Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und
Threonin (T) sind und nicht von basischen Aminosdureresten unterbrochen werden. Sie weisen
eine hohe Konzentration an negativ geladenen Resten auf und sind von einer Gruppe basischer
Aminosauren umgeben (Rogers et al., 1986). Mit Hilfe des Programms PEST-FIND (Rogers
et al., 1986) konnen potentielle PEST-Sequenzen identifiziert werden. PEST-Werte reichen
von -50 bis +50, wobei Werte > 0 eine starke PEST-Sequenz anzeigen und Werte zwischen -5
und O eine schwache PEST-Sequenz.

AuRRerdem sind eine ganze Reithe CaM-bindender Proteine anféllig fir eine Phosphorylierung
durch Serin-/Threonin-Kinasen und werden in vitro durch eine oder mehrere der drei vor-
wiegenden multifunktionalen Serin-/Threonin-Kinasen phosphoryliert: cyclische AMP-
abhangige Proteinkinase, CaM-abhangige Proteinkinase I (CaMKIl) und Proteinkinase C
(siehe Ubersichtsartikel von Crivici und Ikura, 1995). In vielen Fallen reduziert die Phospho-
rylierung eines Serin- oder Threoninrestes, der innerhalb oder in unmittelbarer Néhe der CaM-
bindenden Doméne liegt, deren Affinitat fir Camodulin und inhibiert so die CaM-induzierte
Aktivierung des Enzyms. Aber auch der gegenteilige Effekt wird beobachtet. So wird die
CaM-Affinitdt von CaMKII durch die Autophosphorylierung eines Threoninrestes in der auto-
inhibitorischen Domane, die N-terminal zur Grenze der Uberlappenden CaM-Bindedoméne
liegt, um das 1000-fache gesteigert (Colbran et al., 1989; Meyer et al., 1992).

Um eine effektive Funktion von Ca®* as Signalibertréger zu gewahrleisten und cytotoxische
Effekte zu verhindern, wird seine Konzentration im Cytosol von Pflanzenzellen gewdhnlich auf
einem ausreichend geringen Niveau gehalten. Diese Regulation erfolgt tiber die Sequestrierung
Uberschiissiger Mengen des Kations in intrazellulére Ca*-speichernde Organellen oder seinen
Transport Uber das Plasmalemma aus der Zelle heraus (Bush, 1995). Entsprechende
Untersuchungen sprechen fir eine derartige Regulation auch in infizierten Zellen von
Wurzelkndllchen. So sind Ca™*-lonen in der Lage, den lonen- und Metabolit-Transport tiber
die Peribakteroidmembran der Symbiosomen zu kontrollieren (Tyerman et al., 1995;
Whitehaed et al., 1995). Insbesondere konnte gezeigt werden, dass Cac* firr die Aktivitét einer
Proteinkinase benttigt wird, die in der Sojabohne die Aufnahme von Malat durch die
Symbiosomen stimuliert (Ouyang et al., 1991; Weaver et al., 1991; Weaver und Roberts,
1992). AuRerdem inhibiert Ca®* die Transportaktivitét einer H-ATPase in der PBM von
Lupinus luteus Wurzelkndllchen (Andreev et al., 1997). Weitere Versuche an Symbiosomen
dieser Leguminose belegen, dass die Symbiosomen in infizierten Zellen as Ca*-Speicher
fungieren und somit moglicherweise auch an der Ca™*-Homdbostasis im Cytosol der Pflanze
beteiligt sind (Andreeva et al., 1999).
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Untersuchungen zur subzelluléren Lokalisation von Calcium in Symbiosomen infizierter Zellen
von Ackerbohnenkndlichen in Abhangigkeit von der Ca®*-Konzentration im Nahrmedium
zeigten hohe Ca*-K onzentrationen im Cytoplasma der Bakteroide und auf der Oberflache der
dem Cytoplasma der Pflanzenzelle zugewandten Seite der PBM (Izmailov et al., 1999), wobel
es bei normaler Ca®*-Konzentration nicht zu einer Anh&ufung von Ca*-lonen im Peribak-
teroidraum der Symbiosomen kam. In Arbeiten von Andreev et al. (1999) an aufgereinigten
Symbiosomen und PBM-Veskeln aus V. faba Knollchen konnte eine ATP-abhdngige
Ca™*-Pumpe in der PBM funktionell identifiziert werden, die fiir den aktiven Transport von
Ca™ lber die PBM verantwortlich ist. Darilber hinaus konnte mit diesen Experimenten die
Existenz vermeintlicher endogener Ca’*-Reservoire in Symbiosomen und insbesondere in
Bakteroiden von Ackerbohnenkndllchen belegt werden. Dieses macht eine Beteiligung der
Symbiosomen an der Regulation des cytoplasmatischen Ca?*-Niveaus in den infizierten Zellen
von Ackerbohnenknéllchen wahrscheinlich (Andreev et al., 1999).

B.6 Zideder Dissertation

Die bisherigen Studien zu Genen, die in Verbindung mit der Rhizobien- oder AM-Symbiose
der Ackerbohne spezifisch oder amplifiziert exprimiert werden, befassten sich fast ausschlief3-
lich mit der Analyse der Gene und ihrer Transkripte. Es konnten zwar fir eine ganze Reihe der
kodierten Symbiose-relevanten Proteine Funktionen anhand von Homologien zu bereits
bekannten Nodulinen postuliert werden. Aber es wurden auch Transkripte identifiziert, die im
Zusammenhang mit der Rhizobien-Leguminosen oder AM-Symbiose noch nicht beschrieben
worden waren und deren Funktionen weitgehend unbekannt waren. Es war das Ziel dieser
Arbeit, eine Auswahl dieser Symbiose-relevanten Gene, die auf Grund ihres zeitlichen oder
réumlichen Expressionsmusters von besonderem Interesse waren, auf Proteinebene zu analy-
seren. Diese Auswahl umfasste die Kndllchen-spezifisch exprimierten Gene VTENOD1S,
VINOD28/32 und VINOD32, das Kndllchen-/Mykorrhiza-spezifisch exprimierte Gen VfLb29
und das Mykorrhiza-amplifiziert exprimierte Gen VfCaMBP1. Lokalierungsstudien mittels
Licht- und Elektronenmikroskopie unter Einsatz von Antikorpern fur diese Proteine sollten zur
Bestimmung ihres Funktionsortes im jeweiligen symbiontischen Gewebe fuhren. Anhand dieser
Studien und Uber die Analyse von eventuellen Homologien zu Proteinen bekannter Funktion
sollten Hypothesen fir eine mogliche Funktion dieser Symbiose-relevanten Proteine aufgestel It
werden. Zur Uberprifung dieser Hypothessn waren im  Anschluss  biochemische
Funktionsanalysen unter Verwendung von in E. coli exprimierten und nachfolgend aufgerei-
nigten Fusionsproteinen geplant.
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C. MATERIAL

C.1 Chemikalien, Verbrauchsmittel, Gerate, Enzyme & Kits

C.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmitte

Chemikalie/Verbrauchsmittel Her steller /Bezugsquelle
40 % Acryl/Bisacrylamidamid (37.5:1) Amresco
Agar Gibco
Agarose Gibco
Ammoniumpersulfat Amresco
Amylose-Harz New England Biolabs
Antibiotika Serva
Autoradiographiefilm Sterling
Bromphenol blau Serva
BSA (Rinderserumalbumin) Gibco, Life Technologies
Coomassie Brilliant Blue R 250 Serva
DNA-L dngenstandard X Boehringer
Eppendorfgefélie Brand
Ethidiumbromid Serva
dNTPs Amersham Pharmacia Biotech
8N3ATP[glbiotin, 8N;GTP[g]biotin Affinity Labeling Technologies
ATP, GTP Sigma-Aldrich
DTT Sigma-Aldrich
Einwegklvetten Greiner
Elektroporations-K tivetten 0.2 cm Invitrogen
Entwickler K odak
Ethidiumbromid Merck
Filme: Pan-F lIford

Ektachrom 100 K odak
Filterpapier 3 MM und Nr.5 Whatman
Fischgelatine Aurion
Fixierer K odak
Frischhaltefolie Méelitta
Glaspipetten Brand
Glutaraldehyd 25 % British BioCell
Glycerin Merck
Glycin Serva
Hefeextrakt Oxoid
Hybond-N-Schutzfolie Amersham Pharmacia Biotech
Imidazol Sigma-Aldrich
lonenaustauschersaulen Tip20 Qiagen
IPTG BTS
L R-White, Metacryleinbettungsharz Polysciences
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Chemikalie/Verbrauchsmittel Hersteller /Bezugsquelle
LSA (Lammserumalbumin) Gibco
Malachite Grin Hydrochlorid Sigma-Aldrich
Magermilchpulver Glucksklee
b-Mercaptoethanol Roth
Netzchen Polysciences
NI-NTA Superflow Harz Qiagen
Nitrocellulosemembran Biotrace NT Pall Gelman Sciences
Objekttrager SuperFrost-Plus Menzel-Glaser
Oligonukleotide ARK Scientific
Parafilm American National
Pasteurpipetten Brand
PCR-Softstrips Biozym
PE-RoOhrchen (12 und 50 ml) Greiner
Petrischalen Greiner
Penassay Broth Oxoid
Pipettierspitzen Greiner
Phenol Roth
Polyallomer-UZ-Réhrchen Beckmann
Ponceau-S Sigma-Aldrich
Prestained SDS-PAGE Standard (broad range) | Bio-Rad
Proteinmarker V1I-L Sigma-Aldrich
Protein-Assay (Bradford Farbstoffkonzentrat) | Bio-Rad
PVDF-Membran Fisher Scientific
SDS Serva
Sephacryl® S-200 HR Amersham Pharmacia Biotech
Sepharose 4B, Cyanogenbromid-aktiviert Sigma-Aldrich
Sepharose 4B, Epoxid-aktiviert Sigma-Aldrich
Sterilfilter 0.45 und 0.2 pym Millipore
Spritzen Becton-Dickinson
TEMED Amresco
Toluidinblau 0 Serva
Transferplatten, 8-Kanal Dunn Labortechnik
Triethanolamin J.T.Baker
Tris-base Amersham Pharmacia Biotech
Tris/ Glycin-SDS Elektrophorese-Pufferldsung | Amresco
Triton X-100 Serva
Trypton Oxoid
Tween 20 Serva
Ultrafree-0.5, -4 und -15 Konzentratoren Millipore
Vermiculit Deut. Verm. Dammstoff GmbH

Weiterein der Arbeit verwendeten und hier nicht aufgelisteten Standard-Chemikalien wurden von den
Firmen Merck, Boehringer, Fluka, Serva oder Sigma-Aldrich bezogen.
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Cl2

Geréate

Ger &t/ Apparatur Hersteller /Bezugsquelle
Autoklav Tecnorama, Webeco
Automatische Pipetten Eppendorf, Gilson
Binokular SZ 40-PT Olympus
Bio-Dot SF (Slot Blot) Bio-Rad
Brutschrénke Memmert
Chromatographie-Saule (£ 1.6 cm, Lange 5 cm) Merck
Chromatographie-Saule (£ 1.6 cm, Lange 60 cm) Merck
Diamantmesser Diatom
Elektronische Sofortbildkamera Cybertech CS-1 Cybertech
Elektrophoresekammern fir Agarosegele Werkstatt Uni Bidlefeld
Eismaschine Scotsman

Durchfluf3-Photometer UV-1

Amersham Pharmacia Biotech

Fraktions-Sammler FRAC-200 Amersham Pharmacia Biotech
Gel-Trockner Uni-Equip

Gelplatten, Spacer und Kémme fur SDS-PAGE Hoefer

Gene Pulser O und Pulse Controller Bio-Rad

GenQuant |1 Amersham Pharmacia Biotech
Inkubati ons-Schiittler G25 New Brunswick Scientific
Heizblock 5320 Eppendorf
Hybridisierungsofen Bachhofer

Lichtmikroskop Axiophot Zeiss

Magnetrihrer Combimag RCT IKA

Midget 2050 Electrophoresis-Unit Hoefer

Mighty-Small SE245 Dual-Gel-Caster-System Hoefer

Mighty Small SE200 Multiple-Gel-Caster Hoefer

Peristaltische Pumpe P-1

Amersham Pharmacia Biotech

pH-Meter Multi-Calimatic

Knick

Praparative Gelelektrophorese Model 491 Prep Cell

Bio-Rad

Puffer-Kreidauf Pumpe

Bio-Rad

Proben-Applikator SA-5

Amersham Pharmacia Biotech

Schreiber REC-482 Amersham Pharmacia Biotech
Schiitteltisch KL2 Buhler

Spannungsgeber DC Power 5004 Uni-Equip
Spectro-Photometer 4049 LKB Biochrom
Sterilbanke UniEquip

Thermocycler PTC-1000 MJ Research
Trans-Blot® Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell | Bio-Rad
Transmissions-Elektronenmikroskop EM 109 Zeiss

Ultramikrotom Ultracut |1 Reichert
UV-Transiluminator UVP

Vakuumpumpe RS5 Brand

Vortex Cenco, Bender & Hobein
Waagen Satorius

31




MATERIAL

C.13

Ger &t/ Apparatur Hersteller /Bezugsquelle
Wasserbader GFL
Zentrifugen:
Ultrazentrifuge L8-70 Beckmann
Hochgeschwindigkeitszentrifugen J2-21, J21C Beckmann
Khlzentrifuge 5403 Eppendorf
Tischzentrifuge 5414 Eppendorf
Tischzentrifuge Biofuge A Heraeus Christ
Tischzentrifuge Universal |1 Hettich
Rotoren:
JA-10, JA-14, JA-17, JA-20 Beckmann
SW-40Ti Beckmann
16F24-11 Eppendorf
16A4-44 Eppendorf
Enzyme & Kits
Enzym Hersteller
DNase | Serva
Faktor Xa Protease New England Biolabs
Klenow-Fragment Boehringer
Lysozym Serva
RNase A Serva

Restriktionsendonukleasen- und Puffer

Amersham Pharmacia Biotech, New
England Biotech, Boehringer

Pwo DNA-Polymerase Boehringer

Shrimp Alkaline Phosphatase USB

T4 DNA-Ligase Boehringer
Kit

QIAEX Gel Extraction Kit Qiagen

DNeasy Plant Mini Kit Qiagen

ECL-Plus Western Blot detection system

Amersham Pharmacia Biotech

Silberverstérker Kit R-Gent SE-EM

Aurion
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C.2 Pflanzenmaterial, cDNA-Genbanke, Plasmide und Bakterienstamme

C.2.1 Pflanzenmaterial

Fur die Anzucht von Ackerbohnen wurde Saatgut des Kultivars Vicia faba L. cv. Kleine Thiringer
(Géartnerel der Universitét Bielefeld) eingesetzt. Saatgut fir ale anderen Pflanzen stammte ebenfalls aus
Bestdnden der Gértnerei.

C.2.2 cDNA-

Genbanke

Im Phagenvektor | gt11 wurden eine allgemeine cDNA-Genbank aus Wurzelkndllchen der Ackerbohne
Vicia faba L. cv. Kleine Thuringer und eine differentielle cDNA-Genbank angelegt (Perlick 1991).
Letztere enthdlt 645 Klone, die potentiell fir kndllchenspezifische Transkripte kodieren.

Fur die Klonierung in die EcoRI-Schnittstelle des Phagenvektors wurden die cDNAs mit EcoRI-

Adaptern (GGAATTCGGCAGAG) versehen.
C.2.3 Plasmide
Plasmide | Relevante Eigenschaften Referenz
Vektorplamide
pSVB30 lacZa, mcs, Ap'; Klonier-, Sequenzier- und Expressionsvektor Arnold und Pihler (1988)
int®
gﬁl li%c”pt . lacZa, mcs, Ap"; Klonier-, Sequenzier- und Expressionsvektor Stratagene
A mal ED(2-26)-(mcs)-lacZa-Fusion, lacl, Ap', Faktor Xa Erken- )
PMALO-c nungssequenz ; Expressionsvektor (cytoplasmatische Fusionsprot.) New England Biolabs
mal E-(mcs)-lacZa-Fusion, lacl, Ap', Faktor Xa
PMALO -p Erkennungssequenz ; Expressionsvektor (periplasmatische New England Biolabs
Fusionsproteine)
A mal ED(2-26)-(mcs)-lacZa-Fusion mit 40 bp Deletion in mcs, lacl,
PMALO-cd Ap', Faktor Xa Erkennungs-Sequenz ; Expressionsvektor Becker (1996)
—— —- - - T
OWH844 Histidine-Hexapeptid-Sequenz (His-Tag), mcs, Ap|, lacl; Schirmer et al. (1997)

Expressionsvektor

Plasmide mit cD

NA-Sequenzen

pJB-M18

PMALO -cd Derivat, trégt die Kodierregion der VIENOD18 cDNA
VINDS-X9-278-1 in einem 511 bp grof3en Pstl Fragment aus
pSKII-ENOD18 (5® 3' Orientierung) ; Expressionsplasmid

Becker (1996)

pJB-Q32a

pQE-9 Derivat, tragt die Kodierregion der VINOD32a cDNA
VINDS-L39 in einem 873 bp grofRen BamHI/Hindl Il Fragment aus
pSKI11-NOD32a ; Expressionsplasmid

Becker (1996)

pJB-W32a

pWH-844 Derivat, trégt die Kodierregion der VINOD32a cDNA
VINDS-L39 in einem 873 bp grofRen BamHI/Hindl Il Fragment aus
pJB-Q32a; Expressionsplasmid

diese Arbeit

p257-1

pSVB30 Derivat, trégt die 648 bp grof3e vollstdndige VLb29 cDNA
VINDS-X29 als EcoRI Fragment

Fruhling (1995)

pJB-M29c

PMALO -c Derivat, tragt die Kodierregion der VfLb29 cDNA
VINDS-X29 in einem tber Hindll1/Sul in 5® 3' Orientierung
klonierten 644 bp grof3en PCR-Produkt ; Primer Lb29-up und M13
Luniversal" ; Expressionsplasmid

diese Arbeit

pPMP-X8

PMAL "-p Derivat, trégt die Kodierregion einer unvollstandigen V-
CaMBP1 cDNA inenemin 5® 3" Orientierung klonierten 713 bp
grofRen PCR-Produkt ; Expressionsplasmid

Pham (1999)
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C.2.4 Bakterienstamme

Stamme | Relevante Eigenschaften | Referenz
Escherichia coli
recAl, endA1, gyrA96, hsdR17, supE44, lac, [F proAB, lacl®
XL1-Blue ZDM 15, Tn10 (tet")], thi; Klonier- und Sequenzierstamm Bullock et al., 1987
W 3110 F(lacl% L8), hsdR', hsdM” Brent und Ptashne, 1981

Rhizobium leguminosarum bv. viciae

Vi39

| Wildtyp

| Priefer (1989)

Bradirhizobium japonicum

USDA 110

Wildtyp

Bernhard NuRbaumer
(Universitéat Bidefeld)

C.3 Nahrmedien und Zusétze

C.3.1 Nahrmedien

Die Medien werden, sofern nicht anders vermerkt, mit Milli-QO -Wasser (Millipore) angesetzt und

autoklaviert.

PA-Medium (Penassay Broth)

175 g/l Penassay Broth
LB-Medium (Luria-Bertani Broth, Sambrook et al. 1989)
10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl

Der pH sollte bei 7.4 liegen.

SB-Medium (Superbroth)

32 g/l Trypton

20 g/l Hefeextrakt

5 g/l NaCl

Auf pH 7.5 einstellen.
SOC-Medium

2 % (w/v)  Trypton

0.5 % (w/v) Hefeextrakt

10 mM NaCl

25 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

20 mM Glukose
TY-Medium

5 g/l Trypton

3 g/l Hefeextrakt

0.7 g/l CaCl,

Auf pH 7.5 einstellen.



MATERIAL

C.3.2 Zusatze

> Agar
Zur Herstellung von Festmedien werden 15 g Agar pro Liter Fllssigmedium zugesetzt.
> Antibiotika
Ampicillin (Ap): 100 pg/ml Medium 100 mg/ml stock in H,O, sterilfiltriert
Lagerung bei -20 °C
Tetracyclin (Tet): 12.5 pg/ml Medium  12.5 mg/ml stock in 70 % Ethanol
Lagerung bei -20 °C

> |PTG zur Induktion

1M IPTG
Sterilfiltrierte Losung in Millipore, Lagerung in 1 ml Aligouts bei -20 °C

C.4 Primer fur PCR-Reaktionen und synthetische Peptide

C.4.1 Primer fir PCR-Reaktionen

Primer Template Sequenz (5® 3')
ENOD18-A genomische DNA GTK GTK GCW AARYTK TAY TGG GGW GAT
ENOD18-B genomische DNA CTT MAC MAC RGT MAC WGG RCA
Lb29-up p257-1, unterer Strang | GAG TTT ACT TTG AGG CAA GA
M13 , universal“ p257-1, aberer Strang | AAC AGC TAT GAC CAT G

C.4.2 Synthetische Peptide

Peptid Herkunft Sequenz (NH,® COOH)
NOD32a-E15 VINOD32a, Aminosiuren 237-254 | DEK FDD QKG IDS MET PKS
Lb29 V{Lb29, Aminosauren 92-105 GVV HTQ KRV DGL HF
CaMBP1 V{CaMBP1, Aminosauren 482-500 | LWC KIRAVV KLGISV RRI A

C.5 Puffer und Ldsungen

Puffer und Lésungen werden, sofern nicht anders vermerkt, mit Milli-QO -Wasser (Millipore) angesetzt.

C.5.1 DNA-Puffer

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 7.5
1 mM EDTA

C.5.2 Puffer und Ldsungen zur | solierung und Reinigung von DNA

HB1-Puffer
50 mM Tris-HCl, pH 8.0
10 mM EDTA

Kurz vor Gebrauch 10 mg/ml RNAse A zugeben.
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HB2-Puffer

HB3-Puffer

P1-Puffer

P2-Puffer

P3-Puffer

QBT-Aquilibrierunspuffer

OC-Waschpuffer

OF-Elutionspuffer

RNase A LOsung

X1-Puffer

X2-Puffer

200 mM NaOH
1 %Ww/v) SDS

3 M K-Acetat

Auf pH 4.8 mit konz. Essigsdure einstellen.

50 mM Tris-HCl, pH 8.0
10 mM EDTA
200 mM NaOH

1 %Ww/v) SDS

255 M K-Acetat

Auf pH 4.8 mit konz. Essigsdure einstellen.

750 mM NaCl

50 mM MOPS

15 % (v/v) Ethanol
0.15 % (v/v) Triton-X-100

Auf pH 7 einstellen.

1M NaCl
50 mM MOPS
15 % (v/v) Ethanol

Auf pH 7 einstellen.

125 M NaCl
50 mM MOPS
15 % (v/v) Ethanol

Auf pH 8.2 einstellen.

10 mg/ml RNase A
10 mM Tris-HCI, pH 8
15 mM NaCl

10 min bei 100 °C, Lagerung bei 4 °C

4 M NaCIO4
3 M Nal
10 mM Tris-HCI, pH 7

0.1 % (v/v) NaS,0;

8 M NaClO,
10 mM Tris-HCI, pH 7
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QX3-Puffer
100 mM NaCl

10 mM Tris-HCl, pH 7
70 % (v/v) Ethanol

C.5.3 Puffer und L6sungen fur die Agarosegelelektrophorese
20 X TAE-Puffer

800 mM Tris-base
300 mM NaOAc
25 mM EDTA

Auf pH 8.3 mit konz. Essigsdure einstellen.
DNA-L adepuffer

10 mM TrisHCL, pH 7.5
50 % (v/v) Glycerin

0.2 % (w/v)  Bromphenolblau
0.2 % (w/v)  Xylencyanol

Ethidiumbromid-Farbel 6sung

1 pg/ml Ethidiumbromid

C.5.4 Puffer und Ldsungen fur Enzym-Reaktionen

Restriktion:
10 x NEBuffer 1
100 mM Bis Tris Propane-HCI, pH 7
100 mM MgCl,
10 mM DTT
10 x NEBuffer 2
100 mM Tris-HCI, pH 7.9
100 mM MgCl,
500 mM NaCl
10 mM DTT
10 x NEBuffer 3
500 mM Tris-HCI, pH 7.9
100 mM MgCl,
1 M NaCl
10 mM DTT
10 x NEBuffer 4
200 mM TrisAc
100 mM MgAc
500 mM KAC
10 mM DTT

Auf pH 7.9 einstellen.
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Dephoshorylierung:
10 x SA Phosphatase-Puffer

200 mM Tris-HCI, pH 8
100 mM MgCl,
Klenow-Fragment-Reaktion:
10 x Klenow-Puffer
100 mM Tris-HCI, pH 7.5
75 mM DTT
Ligation:
10 x Ligasepuffer
500 mM Tris-HCI, pH 7.6
100 mM KCl
10 mM rATP
10 mMm DTT

50 % (w/v) PEG 8000
Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR):

dNTP-Mix
10 mM dATP
10 mM dTTP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 x Pwo-Puffer
100 mM Tris-HCl, pH 8.85
250 mM KCl
50 mM (NH4)2804
20 mM MgSO,

C.5.5 Puffer fur die CaCl,-Transformation

Thf1-Puffer
10 mM MES
100 mM RbCl
10 mM CaCl 2
50 mM M nCIZ
Auf pH 6 einstellen.
Thf2-Puffer
10 mM MOPS
10 mM RbCl
75 mM CaCl,

15 % (v/v) Glycerin
Auf pH 6.5 einstellen.
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C.5.6 Puffer und L6sungen zur Isolierung von Proteinen

C57

Aufschlusspuffer

Lysozymlésung

DNase | Ldsung

RNase A LOsung

Periplasma-Puffer

25 % (w/v)  Saccharose
50 mM Tris-HCI, pH 8
100 mM NaCl

1 mM EDTA

20 mg/ml Lysozym

Frisch in Aufschlusspuffer ansetzen, nicht vortexen.

4 mg/ml DNase |
59 % (v/v) Glycerin
In 50 mM Tris-HCI pH 8 ansetzen, Lagerung bei -20 °C

10 mg/ml RNase A
10 mM Tris-HCI, pH 7.5
15 mM NaCl

10 min bei 100 °C, Lagerung bei 4 °C

20 % (w/v)  Saccharose
30 mM Tris-HCI, pH 8
1 mM EDTA

Puffer und L 6sungen fiir die analytische diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
gelelektr ophor ese (analytische SDS-DI SK PAGE)

Acrylamid/Bisacrylamid (37.5:1)-Stamml6sung (40 %)

In 100 ml Millipore [6sen und filtrieren;

4 x Trenngel puffer

4 x Sammelgelpuffer

10 x SDS-Elektrophorese-Puffer

38.93 g

Acrylamid
N,N'-Methylen-Bisacrylamid
Losung ist neurotoxisch! Lagerung bei 4 °C

107 g

15 M Tris-HCl, pH 8.8
04 % (w/v) SDS
500 mM Tris-HCl, pH 6.8
04 % (w/v) SDS
250 mM Tris-base
192 M Glycin

1 %Ww/v) SDS

P pH 8.2 - 8.4 (nicht einstellen)

10 % Ammoniumpersulfat (APS)-LAsung

10 % (w/v)  Ammoniumpersulfat
Lagerung bei -20 °C
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10% TEMED
10 % (v/v) Tetramethylethyldiamin

Lagerung bei 4 °C

reduzierender Proteingel-L adepuffer (PBJR)
100 mM Tris-HCl, pH 6.8
200 mM DTT
4 % (w/v) SDS
0.2 % (w/v)  Bromphenolblau
20 % (v/v) Glycerin

Coomassie-Férbel 6sung
2 g Coomassie® Brilliant Blue R 250
475 mi Ethanol
Rihren, bis sich Coomassie geldst hat, dann
425 mi H,0O
100 ml konz. Essigsdure

Sollte auch nach habstiindigem Rihren ein Prazipitat
verbleiben, so muss die L ésung filtriert werden.

Proteingel-Entfarbel 6sung

210 ml Ethanol
510 ml H.O
80 ml konz. Essigsdure

Ansetzen in der angegebenen Reihenfolge.

C.5.8 Puffer und Ldsungen fir die Affinitdts-Chromatographie von His-Tag-Fusions-

proteinen
Waschpuffer 1
50 mM Tris-HCI, pH 7.5
300 mM NaCl
10% (v/v) Glycerin

Waschpuffer 2

100 mM Tris-HCI, pH 8.9

500 mM NaCl

C.5.9 Puffer und Losungen fur die Affinitats-Chromatographie und den Faktor Xa-
Verdau von M BP-Fusionsproteinen

Phosphatpuffer 0.5 M

B) 134 g/l Na;HPO,
Je 1 Liter herstellen und 117 ml (A) mit 382 ml (B) mischen.
Der pH sollte bei 7.2 liegen.
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Saulen-Puffer MBP

10 mM Phospatpuffer 0.5 M
500 mM NaCl
1 mM NaN3
10 mM b-Mercaptoethanol
1 mM EDTA
Der pH sollte bel 7 liegen.
Faktor Xa Puffer
20 mM Tris-HCI, pH 8
100 mM NaCl
2 mM CaCIz
Waschpuffer |
100 mM NaAc, pH 4.0
500 mM NaCl
Waschpuffer Il
100 mM Tris-HCI, pH 8
500 mM NaCl

C.5.10 Puffer und Loésungen fur die praparative diskontinuierliche SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese (prapar ative SDS-DI SKPAGE)

4 X Trenngel puffer
15 M Tris-HCl, pH 8.8
0.4 % (w/v) SDS
4 x Sammel gel puffer
500 mM Tris-HCl, pH 6.8
0.4 % (w/v) SDS
10 x SDS-Elektrophorese-Puffer
250 mM Tris-base
192 M Glycin

1 %Ww/v) SDS
P pH 8.2-8.4 (nicht einstellen!)

SDS Proben-Puffer (reduzierend)
60 mM Tris-HCl, pH 6.8
10 % (w/v)  Glycerin
2 %(w/v) SDS
5 % (v/v) b-Mercaptoethanol
0.025 % (w/v)  Bromphenolblau

C.5.11 Puffer fur das Protein-Sequenzierblotting
PS-Transferpuffer

25 mM Tris-HCl, pH 8.3
192 mM Glycin
10 % (v/v) Methanol
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C.5.12 Puffer fur die Gesamtproteinextraktion aus Pflanzengeweben

Extraktionspuffer

denaturierender Protelnpuffer

700 mM Saccharose
500 mM Tris-HCl, pH 9.5
50 mM EDTA
100 mM KCI
2 %(v/v) b-Mercaptoethanol

optional Protease-1nhibitoren

10 mM Tris-HCl, pH 9.5
2 % (v/v) b-Mercaptoethanol
2 %(w/v) SDS

C.5.13 Puffer fur dielsolierung von Calmodulin

Puffer A

Puffer B

Puffer C

10 mM Hepes-KOH, pH 7.0
05 mM CaCl,

10 mM Hepes-KOH, pH 7.0
05 mM CaCl,
500 mM KCl

10 mM Tris-HCI, pH 7.5

1 mM EGTA

C.5.14 Puffer fur den Calmodulin Retar dationstest
Den Puffern werden je nach Test 1 mM CaCl, oder 5 mM EGTA zugegeben.

I nkubati onspuffer

Trenngel puffer

Probenpuffer

Elektrophorese-Puffer

100 mM Tris-HCl, pH 8.0
4 M Harnstoff

375 mM Tris-HCl, pH 8.8
4 M Harnstoff

375 mM Tris-HCl, pH 6.8
30 % (v/v) Glycerin

0.023 % (v/v) Bromphenolblau

25 mM
192 mM

Tris-HCI, pH 8.3
Glycin
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C.5.15 Puffer fur Nukleotid-Bindetests (Photomarkierung)
Bindungspuffer

15 mM Tris-HCl, pH 6.8
10 mM MgCl,
Stripping-Puffer
625 mM Tris-HCI, pH 6.7
100 mM b-Mercaptoethanol

2 %(w/v) SDS

C.5.16 Puffer und Ldsungen fur den ATPase Aktivitatstest

Reaktionspuffer
40 mM Tris-HCI, pH 7

4 mM MgCl,, MnCl, oder CaCl,
5 % (v/v) Glycerin

Farbreagenz
Losung A: 0.034 % (w/v) Malachite Grin Hydrochlorid
0.1 %(v/v) Triton X-100
LosungB: 105 g/l Ammonium Molybdatein 1 M HCl
3:1 Mischung der Losungen A und B herstellen, 20 min mischen und
durch Whatman Nr.5 Filterpapier filtrieren.

C.5.17 Puffer fur den **Ca**-Bindungstest

Renaturierungspuffer

60 mM KCl
10 mM Imidazol
5 mM MgCl,

Auf pH 7 einstellen.

C.5.18 Puffer fur die Aufreinigung von Antikérpern

Ligandenpuffer

100 mM NaHCOs;, pH 8.3

500 mM NaCl
Waschpuffer A

100 mM NaAc, pH 4.0

500 mM NaCl
Waschpuffer B

100 mM Tris-HCI, pH 8

500 mM NaCl
Waschpuffer |

10 mM Tris-HCI, pH 7.5

0.02 % (w/v) NaN;

Waschpuffer Il

10 mM Tris-HCl, pH 8.8
0.02 % (w/v)  NaN;
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Waschpuffer 111

Elutionspuffer |

Elutionspuffer Il

10
500
0.02

100
0.02

mM
mM
% (W/v)

mM
% (W/v)

Tris-HCI, pH 7.5
NaCl
NaN3

Glycin
NaN3

Auf pH 2.5 einstellen.

100
0.02

Frisch ansetzen und auf pH 11.5 einstellen.

mM
% (W/v)

Triethanolamin
NaN;

C.5.19 Puffer und Lésungen fur Immunoblotting-Verfahren

Towbin-Transferpuffer

Ponceau-S-L 6sung

10 x PBS-Puffer

10 x TBS-Puffer

AP-Puffer

Entwickler-L 8sung

48
39
0.04
20

mM
mM
% (W/v)
% (v/v)

Tris-base
Glycin
SDS
Methanol

P pH 8.2-8.4 (nicht einstellen!)

0.2
3

14
27
10
18

%
%

M

mM
mM
mM

Ponceau S
Trichloressigsaure

NaCl

KCI
NSQH PO4
KH,PO,

Auf pH 7.3 einstellen.

200
15

100
100

NBT-L6sung: 75

70

X-Phosphat-Losung: 50

Stoppuffer

10
1

mM
M

mM
mM
mM

% (W/V)

% (v/V)
% (W/V)

mM
M
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Tris-HCI, pH 7.5
NaCl

Tris-HCl, pH 9.5
NaCl
MgCIZ

NBT
Dimethylformamid

X-Phaosphat in Dimethylformamid
10 ml AP-Puffer mit 45 gl NBT-L6sung und 35 il X-Phosphat-L dsung mischen.

Tris-HCl, pH 8.0
EDTA
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C.5.20 Puffer und Lésungen fur den immunologischen Tissue-Print

Blockingpuffer
100 mM Tris-HCl, pH 8.0

025 % (w/v) BSA

0.25 % (w/v) Fischgelatine
0.3 % (v/v) Tween-20
0.02 % (w/v)  NaN;

Waschpuffer A
100 mM Tris-HCl, pH 8.0
0.3 % (v/v) Tween-20
0.02 % (w/v) NaN3
Waschpuffer B

100 mM Tris-HCl, pH 8.0
1 %(Ww/v) SDS

0.3 % (v/v) Tween-20

0.02 % (w/v)  NaN;

Lugol’ sche L 6ésung

1 % (w/v) Kl
1 % (w/v) l2

C.5.21 Puffer und Losungen fur die lmmuncytochemie

Fixierlésung
100 mM KH,PO,4-Na;HPO,4, pH 7.2
2 % (v/iv) Paraformal dehyd (depolymerisiert)
0.2 % (v/v) Glutaraldehyd

Blockingpuffer |

20 mM Tris-HCI, pH 7.5
150 mM NaCl
50 mM Glycin

I nkubationspuffer
20 mM Tris-HCI, pH 7.5
150 mM NaCl

1 % (w/v) BSA
0.1 %(v/v) Fischgelatine
0.05 % (v/v) 0.05 Tween-20
Blockingpuffer 11

20 mM Tris-HCI, pH 7.5
150 mM NaCl
1 % (w/v) BSA
0.1 %(v/v) Fischgelatine
10 % (v/v) LSA
0.05 % (v/v) 0.05 Tween-20
alkalische Toluidinblau 0-L 8sung

5 g/l Toluidinblau 0
1 % (W/V) H3803
Auf pH 9 einstellen.
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C.6  Antikorper

> Anti-Leghadmoglobin 1gG, gegen Erbsenleghdmogl obine gerichteter Antikorper
Ton Bissdling (Wageningen, Niederlande)

» Anti-Kaninchen 1gG (Fc), alkalische Phosphatase-konjugierter Spezies-spezifischer
Antikorper aus Ziegen
Bezugsquelle: Promega, Produkt-Nr. S373B

> Anti-Kaninchen 1gG, biotinylierter Spezies-spezifischer Antikorper aus Affen
Bezugsquelle: Amersham Life Science, Produkt-Nr. RPN 1004

> Streptavidin-biotinylierte-Meerretti ch-Peroxidase Komplex
Bezugsquelle: Amersham Life Science, Produkt-Nr. RPN 1051

> Anti-Kaninchen IgG, Immunogold-konjugierte (15 nm, 12 nm oder 1 nm) Spezies-spezifische

Antikorper aus Ziegen
Bezugsquelle: British BioCell
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D. METHODEN

Falls nicht anders angegeben, werden die Arbeiten bei Raumtemperatur durchgefihrt.

D.1 Pflanzenanzucht

Nodulierte Ackerbohnenpflanzen werden im Gewéchshaus der Gértnerel in vorher sterilisertem
Vermiculit gezogen. Hierzu wird die Oberfldche der Samen durch 15-minttiges Eintauchen in 32 % (w/
v) Hydrochlorsaure sterilisert und anschliel?end werden die Samen intensiv mit sterilem Wasser
gewaschen. Zur Keimung werden die Samen zwischen steriles, angefeuchtetes Filterpapier 3MM gelegt
und 3 bis 4 Tage im Dunkeln bel RT gehalten. Schliefdich werden die Keimlinge einzeln in mit sterilem
Vermiculit gefillte Tontopfe von 12 cm Durchmesser transferiert. Die Keimlinge werden funf Tage
nach dem Setzen mit Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 inokuliert. Zur Anzucht von
Ackerbohnen mit sterilen Wurzeln unterbleibt diese Inokulation. Alle Pflanzengewebe bis auf Bliten
werden 8 Wochen nach der Inokulation abgeerntet. Sojabohnen werden in gleicher Weise angezogen,
aber mit dem Stamm Bradir hizobium japonicum USDA 110 inokuliert.

Alle anderen in dieser Arbeit verwendeten Pflanzen sowie die Ackerbohnen zur Gewinnung von
Blattgewebe fur die Camodulin-lsolierung werden im Freiland der Gértnerel gezogen und 6 Wochen
nach dem S&en abgeerntet.

D.2 Anzucht und Konservierung von Bakterienstammen

D.2.1 Bakterienanzucht und Bestimmung des Gesamttiters

Escherichia coli Stémme werden je nach Verwendungszweck in LB-Medium, in SB-Medium oder auf
PA-Agarplatten bel 37 °C angezogen. Fur die Anzucht der R leguminosarum und B. japonicum
Stamme wurde TY -Flissig- und Festmedium verwendet. Bei vorhandener Resistenz werden den Medien
Antibiotika gemal3 C.3.2 zugesetzt.

Der Bakterientiter wird mittels photometrischer Bestimmung der Zelldichte bel 600 nm ermittelt.
Hierbei entspricht eine optische Dichte (0.D.g0) Von 0.1 einem Titer von 2 x 10" E. coli/ml bzw. bei R.
leguminosarum und B. japonicum einem Titer von 1 x 10° Zdlen/ml.

D.2.2 Konservierung von Bakterienstdmmen

1 ml einer U.N. in LB-Flissigmedium selektiv angezogenen Bakterienkultur werden mit 172 pl Glycerin
87 % (Endkonz. 15 %) vermischt und bei -70 °C aufbewahrt. Diese Glycerin-Kultur kann so mindestens
ein Jahr gelagert werden.

D.3 Genetische Methoden
D.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA

D.3.1.1 HB-Lyse (Mini-Préparation von Plasmid-DNA)

Die HB-Lyse ist eine schnelles Verfahren, um kleine Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli zu gewinnen.
Es die Methode der Wahl, wenn die Plasmide zahlreicher Einzelkolonien einer analytischen
Reihenuntersuchung Uber Restriktionsspaltungen unterworfen werden sollen.
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Der Abbau der Zellwand durch Lysozym-Behandlung ermdglicht die Zerstérung der Zellmembran durch
Detergenzeinwirkung. Eine alkalische Denaturierung der freigesetzten Nukleinsduren mit anschlief3ender
Renaturierung fuhrt zur Vernetzung der chromosomalen Bakterien-DNA zu wasserunldslichen
Komplexen, wogegen die Plasmid-DNA korrekt renaturiert und bei Zentrifugation im Uberstand
verbleibt.

» Bakterien U.N. auf LB/PA-Platten (bei Resistenz mit entsprechenden Antibiotika) bei 37 °C
konfluent wachsen lassen

> 200yl HB1-Puffer in ein Eppendorfgefal pipettieren, mit einer sterilen Glaspipette die Bakterien

von der Platte abstreichen und im Puffer resuspendieren

200 pl HB2-Puffer zugeben und mischen

5 min bel RT inkubieren

200 pl HB3-Puffer zugeben und mischen

5 min auf Eisinkubieren

15 min bel 13 000 Upm (4 °C) in der Biofuge zentrifugieren

Uberstand in ein neues Eppendorfgefal tberfiihren und mit 500 il Isopropanol mischen

25-30 min bei 13 000 Upm (4 °C) in der Biofuge zentrifugieren

Uberstand vorsichtig vom Pellet abziehen

Pellet zweima mit 70 % Ethanol waschen

Pellet im Vakuum trocknen und in 70-100 pl sterilem Millipore resuspendieren

YV V V V V V V V VYV V

D.3.1.2 Sequenzierlyse (Midi-Pré&paration von Plasmid-DNA)

Auch diese Methode nutzt die Vernetzung von chromosomaler DNA durch Denaturierung und Rena-
turierung Uber Anderung des pH-Wertes (Alkalidenaturierung). Nach Zentrifugation wird der plas-
midhaltige Uberstand Uber eine Tip20-lonenaustauschersiule (Qiagen) gereinigt. Die gebundene
Plasmid-DNA wird im Gegensatz zu verunreinigenden Proteinen und anderen Nukleinsduren erst bei
einer NaCl-Konzentration von 1.25 M €uiert, was ein effektives Waschen der Saule ermdglicht. Die so
gewonnene Plasmid-DNA eignet sich unter anderem fur Sequenzierungen.

» Bakterien U.N. auf LB/PA-Platten (bei Resistenz mit entsprechenden Antibiotika) bei 37 °C
konfluent wachsen lassen

> Dem P1-Puffer proml 10 pl RNase A Ldsung frisch zugeben und 500 Wl in ein Eppendorfgefald

pipettieren

Bakterien mit einer sterilen Glaspipette von der Platte abstreichen und im Puffer resuspendieren

500 pl P2-Puffer zugeben und 5 x invertieren

5 min bel RT inkubieren

500 pl P3-Puffer zugeben und sofort 5 x invertieren

15 min bei 13 000 Upm in der Biofuge zentrifugieren

Tip20-Saule mindestens 10 min mit 1 ml QBT-Puffer &quilibrieren

klaren Uberstand im Eppendorfgefal mit blauer Spitze abziehen, auf die Saule geben und

durchlaufen lassen

Saule mit 3 ml QC-Puffer waschen

Plasmid-DNA mit 800 pl QF-Puffer in neues Eppendorfgefald eluieren

Eluat mit 700 pl 1sopropanol mischen

30 min bei 15 000 Upm und 4 °C zentrifugieren

Uberstand quantitativ vom DNA-Pellet abziehen

Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol waschen (2 min RT)

2min bei 13 000 Upm in der Biofuge zentrifugieren

Uberstand quantitativ abziehen und Pellet im Vakuum trocknen

Pellet in 20 pl sterilem Millipore resuspendieren

YV V V V V V V

YV V V V V V V VYV V
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D.3.1.3 Gesamt-DNA Isolierung aus pflanzlichen Geweben

Zur Isolierung von pflanzlicher Gesamt-DNA wird der DNeasyO Plant Mini Kit von Qiagen eingesetzt.
Aus 100 mg Startmaterial (vorzugsweise junge Blétter) kann damit DNA mit einer Fragmentlénge von
durchschnittlich 20-25 kb in pg-Mengen isoliert werden. Die sehr reine Gesamt-DNA ist unter anderem
fur den direkten Einsatz in PCR-Reaktionen geeignet (® D.3.3.1). Die Isolierung erfolgt geméld dem
Protokoll des Herstellers.

D.3.2 Reinigung, Quantifizierung und Darstellung von DNA

D.3.21 Ethanol- und Isopropanolfallung von DNA
Mittels Ethanol- oder 1sopropanolféalung kann DNA von Salzen gereinigt und konzentriert werden.

DNA-L6sung mit 0.1 Vol. 3 M Na-Acetat versetzen

3 Vol. Ethanol (98 %) oder 0.8 Vol. Isopropanol zugeben und mischen

2 h bel -20 °C oder 20 min bel -80 °C inkubieren (Falung)

20 min bei 15 000 Upm und 4 °C zentrifugieren

Uberstand vollstandig abziehen und Pellet 2 x mit je 1 ml 70 % Ethanol waschen
Pellet im Vakuum trocknen

Pellet in addguater Menge sterilem Millipore oder TE resuspendieren

YV V V V V V V

D.3.2.2 Quantifizierung von DNA

Durch Messung der Absorption bei 260 nm kann die Nukle nséurekonzentration einer wassrigen Ldsung
bestimmt werden. Es gelten folgende Umrechnungsregeln:

Doppelstréngige DNA: 50 pg entsprechen einer 0.D. 5 von 1.0
Oligonuklectide: 33 g entsprechen einer 0.D. 55 von 1.0

Zusétzlich kann durch eine Messung bei 280 nm die Konzentration an aromatischen Aminosauren
bestimmt werden. Bel erfolgreicher Reinigung sollte die Absorption bei dieser Wellenlénge mdglichst
gering sein. Ein Verhdltnis 0.D.z : 0.D.25 voNn 2:1 weist auf eine hinreichende Prgparationsqualitét hin.
Die Messungen werden mit dem GenQuant |1 durchgefhrt.

D.3.23 Darsellung von DNA - die Agar osegelelektr ophorese

DNA-Molekile (und RNA) wandern aufgrund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld zur Anode.
In einer Agarosematrix trennen sie sich dabel gemald ihrer Grofe und Konformation (ccc, oc oder linear)
im Gel auf. Fir Molekile mittlerer Grof3e besteht dabei eine halblogarithmische Beziehung zwischen
MolekilgroRe und Mohilitét. Der Grofenbereich, in dem die stérkste Auftrennung der Fragmente
erfolgt, ist abhéngig von der Agarosekonzentration. Fir die meisten Darstellungen werden 0.8 bis 2
%ige (w/v) Gele verwendet.

Zur Langenbestimmung der Nukleinsdure-Fragmente werden Standardfragmente bekannter Grof3e im
gleichen Gel mit aufgetrennt. Als DNA-Langenmarker wird der DNA-Léngenstandard X von Boeh-
ringer verwendet.

Agarose gewiinschter Konzentration in TAE-Puffer aufkochen

auf 65 °C abgekihlt in Gelkammer gief3en und Probenkamm einsetzen

Gel nach dem Erstarren mit TAE-Puffer Uberschichten und Kamm herausziehen
Nukleinsdure-Proben mit ¥ Vol. DNA-Ladepuffer versetzen

Proben in Taschen laden und 80 bis 140 V Spannung anlegen

YV V V V V
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» be gewilnschter Auftrennung Lauf stoppen (Bromphenol blau-Bande gibt Anhaltspunkt)

> Ge 3 minin Ethidiumbromid-Farbel 6sung farben und mindestens 10 min wassern

> Detektion der Nukleinsauren mittels UV-Licht und photografische Dokumentation mit
elektronischer Sofortbildkamera

D.3.3 invitro-DNA-Manipulationen

D.3.3.1 DiePolymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (,, polymerase chain reaction”) ist eine in vitro-Methode zur gezielten
Amplifikation von DNA-Fragmenten. Sie wurde von K. B. Mullis entwickelt (Mullis und Faloona,
1987), der dafir im Jahre 1993 den Nobelpreis erhielt. Bei einer PCR reichen geringste Mengen an
Template-DNA und im Uberschuss zugesetzte Oligonukleotide (,Primer®) aus, um in nur wenigen
Stunden das gewiinschte Fragment millionenfach zu amplifizieren.

Hierbei werden bis zu 50 gleiche Temperatur-Zyklen durchlaufen, die sich wiederum in folgende drei
Abschnitte aufteilen:

Denaturierung
Die Template-DNA wird thermisch denaturiert

Anneding

Oligonuklectide (,Primer*) werden so gewahlt, dass sie antiparallel an die beiden Strénge der Zid-
sequenz hybridisieren und das gewilnschte Fragment somit flankieren. Das ,Anneding® an die
komplementéren Sequenzen erfolgt bel Abnahme der Temperatur.

Polymerisation
Eine erneute Temperaturhohung l&sst eine thermostabile DNA-Polymerase ausgehend von den

3'-OH-Enden der Primer den neuen DNA-Strang synthetisieren (alle vier dNTPsim Reaktionsansatz).

Dieser neue Strang dient im darauf folgenden Zyklus zusédtzlich als Template, was letzten Endes zu
einer exponentiellen Anreicherung des durch die Primer eingegrenzten Target-Fragments fuhrt.

Unter den thermostabilen DNA-Polymerasen ist der Pwo-Polymerase vor der Tag-Polymerase der
Vorzug zu geben. Pwo-Polymerase hat eine 3® 5 Exonuklease-Aktivitét (,proof reading”) und somit
eine geringere Fehlerrate as Tag-Polymerase. Aullerdem erzeugt sie glatte Enden, die eine direkte
Klonierung des PCR-Produkts erlauben. Tag-Polymerase hingegen erzeugt Adenosiniberhdnge am
3'-Ende des PCR-Produkts.

Design von PCR-Primern

Beim Design von PCR-Primern sollten einige wichtige Regeln beachtet werden (McPershon, 1995), da
der Erfolg der PCR ganz entscheidend davon abhangt. So sollten z.B. gewollte Fehlpaarungen mit der
Matrize nicht am 3-Ende des Primers eingebaut werden, da so die Polymerisation behindert bzw.
unterbunden wiirde. Generell sollten die Primer 18-30 Nukleotide grof3 und moglichst genau komple-
mentér zur Target-DNA sein. Esist ferner ein GC-Gehalt von ca. 50 % anzustreben.

Zur Uberprifung weiterer Faktoren wie storende Sekundarstrukturen, Dimerisierung und maximal 5° C
Unterschied in der Annealing-Temperatur beider Primer stehen hilfreiche Computerprogramme zur
Verfugung (® D.7.1).

50



METHODEN

PCR-Reaktion

> 100 pl-Ansatz in PCR-Softstrips auf Eis: 84.5u steriles Millipore
10 W 10 x Pwo-Puffer mit MgSO,
1 Template-DNA (40 ng/ul)
Primer 1 (Endkonz. 0.5 uM)
Primer 2 (Endkonz. 0.5 uM)
dNTP-Mix (10 mM)
Pwo-Polymerase (10 U/ul)

oN
EEEEE

» Ansatz mischen und in Thermocycler stellen

> PCR-Programm: Zyklus 1: 1 mn 95°C
Zyklus 2 bis 36: 30 sec 95°C
1 min  ca 50 °C (variabel)
1 mn 72°C
Terminde Verlangerung: 7 min 72°C

> 5 des PCR-Ansatzesin einem 0.8 bis 2 %igen (w/v) Agarosegel analysieren (® D.3.2.3)
> FEthanolfdlung (® D.3.2.1)

D.3.3.2 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen
(Sambrook et al., 1989)

Doppelstréngige DNA kann durch Restriktionsendonukleasen Sequenz-spezifisch gespalten werden.
Haufigste Verwendung finden die Restriktionsendonukleasen vom Typ 1l, die innerhab einer spezifi-
schen palindromischen Sequenz schneiden. Abhangig vom Redtriktionsenzym entstehen glatte oder
Uberstehende Enden (,, blunt ends® oder ,, sticky ends").

Die fur die verschiedenen Restriktionsenzyme optimalen Reaktionsbedingungen werden entsprechend
des New England BioLabs Produktkatalogs mit den 10-fach konzentrierten NEBuffern 1 bis 4 einge-
stellt (wenn erforderlich mit 200 pg/ml BSA zusétzlich).

Die fir eine vollstdndige Spaltung notwendige Menge an Restriktionsenzym wird mit folgender Formel
errechnet:

U Bp (1)* S (substrat)

Enzym / ny Substrat =

aym g Subsret S 1)+ Bp (substrat)

U: Units (Einheiten Enzym) S: Schnittstellen
| ;1 -Phagen-DNA Bp: Basenpaare

Das Volumen des Restriktionsenzyms sollte 1/10 des Resktionsvolumens nicht Uberschreiten, da es
sonst zu unspezifischen Spaltungen kommen kann (,, star activity*).

» Steriles Millipore bis zum Erreichen des geplanten Endvolumens unter Berticksichtigung aller
Komponenten in ein Eppendorfgefa? geben

DNA-L6sung in gewiinschter Menge und Konzentration zugeben

1/10 Val. 10 x NEBuffer, wenn erforderlich 1/10 Val. 10 x BSA zugeben

errechnete Menge Restriktionsenzym zugeben

optional: 0.2 Yl RNase A Lésung zugeben

Reaktionsansatz mischen

mindestens 1 h bei dem enzymspezifischen Temperaturoptimum inkubieren

optional: 10 min bei 65 °C oder 30 min bei -70 °C zur Enzyminaktivierung inkubieren
Ethanolféllung (® D.3.2.1)

YV V V V V V VYV V
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D.3.3.3 Auffullen von 5'-Uberhé&ngenden DNA-Fragmenten
(Sambrook et al., 1989)

Das Auffillen von 5-tberhdngenden DNA-Fragmenten mit Hilfe des Klenow-Fragments erzeugt glatte
Enden. Auf diese Weise werden Ligationen von DNA-Fragmenten mit zuvor nicht kompatiblen Enden
ermaglicht.

> 20 y-Ansatz im Eppendorfgefél3: 154 gespatene DNA (0.1 ug in sterilem Millipore)
2 10 x Klenow-Puffer
2 dNTP-Mix (10mM/Nukleotid)
1y Klenow-Fragment (1 U/pl)

> Reaktionsansatz mischen und 15 min bel 37 °C inkubieren
> Klenow-Fragment durch Zugabe von 0.4 pl 0.5 M EDTA (Endkonz. 10 mM EDTA) und 10 min
Inkubation bei 75 °C inaktivieren

D.3.3.4 Dephosphorylierung von 5'-DNA-Enden

Die Religation eines,, leeren” Vektors stellt bei Klonierungsexperimenten ein Problem dar. Sie kann aber
auf ein Minimum reduziert werden, wenn zuvor der geschnittene Vektor mit alkalischer Phosphatase aus
Garnelen behandelt wird. Dieses Enzym bewirkt eine Entfernung der 5'-Phosphatgruppen von den
Enden des linearisierten Vektors. So kann im Ligationsansatz (® D.3.3.5) nur noch mit den 5'-
Phosphatgruppen des Inserts eine Ligation erfolgen.

> 20 y-Ansatz im Eppendorfgefél3: 17 W gespatene DNA (1 ug in sterilem Millipore)
2 10 x Shrimp Alkaline (SA) Phosphatase-Puffer
1y Shrimp Alkaline Phosphatase (20 U/pl)

> Reaktionsansatz mischen und 1%h bis 2 h bei 37 °C inkubieren
>  SA-Phosphatase durch 10 min Inkubation bei 65 °C inaktivieren
> FEthanolfdlung (® D.3.2.1)

D.3.3.5 DNA-Ligation
(Sambrook et al., 1989, modifiziert)

Durch Einsatz der T4-DNA-Ligase werden 3-OH- und 5'-Phosphat-Enden doppelstrangiger DNA-
Molekile kovaent miteinander verknipft. Es muss sich dabei um kompatible Uberstehende Enden
(»Sticky-ends*) oder um glatte Enden (,,blunt ends*) handeln. Die ligierte DNA kann zur Transforma-
tion von E. coli-Zellen eingesetzt werden.

> gespaltene Vektor-DNA und zu klonierende DNA in ein Eppendorfgefa? geben; molares Verhdtnis
bei Uberstehenden Enden mindestens 1.2, bei glatten Enden mindestens 1.7

3 W 10 x Ligasepuffer zugeben

1-6 U T4-DNA-Ligase (Ligation glatter Enden benétigt hdhere Enzymkonzentration) zugeben

mit sterilem Millipore auf ein Endvolumen von 30 Wl auffllen

Reaktionsansatz mischen

2hbei RT oder t.N. bel 16 °C inkubieren

Ethanolféllung (® D.3.2.1)

YV V V V V V¥V

D.3.4 Préparative Isolierung von DNA-Fragmenten

Die eektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel kann neben der blof3en
Darstellung von DNA auch zur préparativen Isolierung von Fragmenten einer Restriktion oder
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PCR-Reaktion genutzt werden. Die Isolierung wird mit Hilfe des ,, QIAEX Ge Extraction”-Kits von
Qiagen durchgefhrt.

» DNA-Fragmentein 0.8 bis 2 %igen (w/v) Agarosegelen elektrophoretisch auftrennen

> Gel 3 min in Ethidiumbromid-Férbel sung farben und kurz wassern

» die gewiinschte Bande auf dem UV-Transiluminator (mdglichst kurz dem UV-Licht aussetzen -

Gefahr von Mutationen !) ausschneiden und in ein Eppendorfgefai tberfiihren

je 300 W QX1-Puffer und 10 pl Qiaex zu 100 mg Gel zugeben

10 min bei 50 °C inkubieren, alle 2 min vortexen

30 sec bei 13 000 Upm zentrifugieren

Uberstand abziehen und Pellet zweimal mit QX 2-Puffer waschen, nach jedem Waschschritt 30 sec

bei 13 000 Upm zentrifugieren

> Uberstand abziehen und Pellet zweimal mit QX 3-Puffer waschen, nach jedem Waschschritt 30 sec
bei 13 000 Upm zentrifiigieren

> Uberstand abziehen und Pellet trocknen

> DNA mit 20 pl TE-Puffer 5 min von Qiaex eluieren, alle 30 sec vortexen

> 30 sec bei 13 000 Upm zentrifugieren und DNA-haltigen Uberstand in neues Eppendorfgefal
Uberfihren

YV V V V

D.3.5 DNA-Transfermethoden fur E. coli

E. coli verfligt Uber kein nattrliches Transformationssystem, das heif3 nackte zirkuldre DNA kann aus
dem umgebenden Medium erst aufgenommen werden, wenn die Zellen vorher transformationskompetent
gemacht wurden. Die klassische Methode ist die CaCl,-Transformation mit einer Transfor-
mationseffizienz von 10°- 10° Kolonien/ pg Plasmid-DNA. Wesentlich héhere Transformationsraten
erbringt die Elektroporation von E. coli mit 10°- 10" Kolonien /ug Plasmid-DNA. Die Elektropora-tion
ist also in der Regel zu bevorzugen.

D.35.1 Transformation CaCl,-behandelter kompetenter E. coli
(Sambrook et al., 1989, modifiziert)

Préparation kompetenter E. coli-Z€ellen

» 100 ml LB-Selektivmedium 1:100 mit einer (.N.-Kultur des gewlnschten E. coli-Stammes
animpfen

bel 37 °C im Inkubationsschiittler zu einer 0.D.gy Von 0.5 bis 0.6 anziehen

20 ml Kultur bei 2000 Upm und 4 °C 15 min abzentrifugieren

Bakterienpellet in 12 ml eiskatem Thbf1-Puffer resuspendieren und 15 min auf Eisinkubieren
Ansatz bei 2000 Upm und 4 °C 12 min abzentrifugieren

Pellet in 2 ml Thf2-Puffer resuspendieren

die so gewonnenen kompetenten Zellen in Eppendorfgefélde aliquotieren und bei -70 °C lagern

YV V V V V V

Transformation kompetenter E. coli-Zdlen

kompetente Zellen auf Eis auftauen

30-100 pl kompetenter Zellen mit 20-200 ng zu transfomierender DNA mischen

30 min auf Eisinkubieren

1 min Hitzeschock im 42 °C Wasserbad und 5 min auf Eis abkihlen

LB-Medium zusetzen und 30 min bei 37 °C rollern

Ansitze portionsweise auf Selektivmedium ausplattieren und G.N. bei 37 °C inkubieren

YV V V V V V
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D.3.5.2 Elektroporation von E. coli

Préparation el ektroporierfahiger E. coli-Zdlen

>
>

>

10 ml 0.N.-Kultur des gewtiinschten Stammes in SB-Selektivmedium anziehen

11 SB-Selektivmedium mit der Kultur animpfen, auf 2 x 500 ml aiquotieren und im Inkubations-
schittler bei 330 Upm und 37 °C bis zu einer 0.D.g00 vVon 0.9 anziehen

5 min auf Eis abkihlen, alle weiteren Schritte werden mit auf Eis gekiihlten L ésungen und Gefalien
durchgefhrt

Kulturen in 2 JA-10 Becher Uberfiihren

10 min bei 3 000 Upm und 4 °C zentrifugieren und Uberstand vollstandig abziehen
Bakterienpelletsin je ¥4 sterilem Millipore resuspendieren und Zentrifugation wiederholen
(Waschschritt)

Waschschritt wiederholen und Pellets in je 20 ml sterilem 15 %igen (v/v) Glycerin resuspendieren
nach erneuter Zentrifugation (siehe oben) Pelletsin je 1 ml sterilem 15 %igen (v/v) Glycerin
resuspendieren (P 1-3 x 10*° Zellen/ml)

je 40 ul der Suspension in kalte Eppendorfgefél3e aliquotieren und bel -70 °C lagern

Elektroporation von E. coli-Zellen

Y VvV

YV V V V V

YV Vv

elektroporierfahige Zellen auf Eis auftauen

50 ng zu transformierender DNA (gel0st in 1-3 Wl sterilem Millipore - geringe lonenstérke ist
entscheidend! ) vorsichtig untermischen

Ymin -1 min auf Eisinkubieren

Gene Pulser auf 25 yF und 2.5 kV, Pulse Controller auf 200 Weinstellen

Suspension in eine auf Eis gekihlte Elektroporations-K tivette (Elektrodenabstand 2 mm) Uberfiihren
Elektroporations-K Uivette in Elektroporationskammer einschieben

2,5 kV aus 25 pf-Kondensator tiber Parallelschaltung von 200 Wund Kivette entladen - eine Zeit-
konstante von 4-5 msec (Feldstarke von 12.5 kV /cm) weist auf erfolgreiche Elektroporation hin
sofort 1 ml SOC-Medium zugeben und Zellen resuspendieren

in 12 ml-PE-R6hrchen Gberfiihren und 1 h bei 37 °C rollern

10 W, 100 pl und 4 x 200 pl auf Selektivmedium ausplattieren und G.N. bei 37 °C inkubieren



METHODEN

D.4 Biochemische Methoden

D.4.1 Protein-Expression in E. coli und Gesamtproteinextraktion

Mittels genetischer Methoden werden Expressionsvektoren konstruiert, die nach Transformation in
spezidle E. coli-Stdmme zur Expression des gewiinschten Proteins genutzt werden kénnen. In solchen
Vektoren steht die Expression der klonierten cDNA-Sequenzen zum Beispiel unter der Kontrolle eines
lac-Operators, dessen starke Repression durch hohe Konzentrationen an lac-Repressor bewirkt wird.
Fir eine stringente Repression sorgt das lacl® -Gen. Durch IPTG-Zugabe in der logarithmischen
Wachstumsphase wird die Expression des gewinschten (Fusions-) Proteins induziert. Die Fusions-
proteine verbleiben im Cytoplasma der Zellen (Expressionsvektoren pMALO-c, pMALO-cd und
PWHB844) oder werden mittels einer Signalsequenz ins Periplasma exportiert ((MALO -p). Ein Export
ins Periplasma hat den Vorteil, dass durch die deutlich geringe Konzentration an E. coli Proteinen eine
nachfolgende Aufreinigung des Fusionsproteins erleichtert wird. Die Ausbeute ist dlerdings im
Vergleich zum Verbleib des Fusionsproteins im Cytoplasma meistens deutlich geringer.

Bel cytoplasmatischen Fusionsproteinen erfolgt der Aufschluss der Expressionskultur mittels Lysozym
Zur Zerstérung der Zellwand und einem Detergenz wie beispielsweise Triton X-100 zur Zerstérung der
Zdlmembran. Beim Aufschluss von periplasmatischen Proteinen werden die Proteine durch einen
osmotischen Schock freigesetzt. In beiden Féllen ist in der Regel EDTA als Protease-Inhibitor fir
Proteasen mit Ca’*-Kofaktoren im Aufschlusspuffer enthalten - weitere Inhibitoren fiir Proteasen
konnen je nach Bedarf zugesetzt werden. Bel Expression eines His-Tag-Fusionsproteins, dessen spétere
affinitats-chromatographische Aufreinigung an komplexierten Ni*-lonen erfolgen soll, darf der
Aufschlusspuffer alerdings kein EDTA enthalten!

D.4.11 Expressionin E. coli

> 5 ml G.N.-Kultur des gewiinschten Klones in SB-Selektivmedium anziehen

» 200 ml SB-Selektivmedium mit dieser Vorkultur animpfen

» im Inkubationsschiittler bei 330 Upm und 37 °C inkubieren

> be erster Expression in 30 min Absténden 1 ml Kultur steril entnehmen und 0.D.so messen, bei
Folge-Expressionen erfolgt Entnahme und Messung lediglich direkt nach dem Animpfen, direkt vor
und nach der Induktion und bei der Zellernte

> Je200 pl der Probe in Eppendorfgefale Gberfiihren und bis zu ihrer Vorbereitung zur analytischen
SDS-DISKPAGE auf Eislagern

» be einer 0.D.g von 0.5 bis 0.7 wird durch Eingtellen auf 1 mM IPTG (200 pl von 1 M IPTG)
induziert

> bei erster Expression weitere Entnahmen und Messungen bis ca. 9 h nach dem Animpfen, dann
erneut Antibiotika zugeben und letzte Probe nach weiteren 15 h; restliche Kultur entsorgen!

> bei Folge-Expression erfolgt die Zellernte und Gesamtprotei nextraktion zu einem Zeitpunkt, an dem
bel der Erst-Expression eine hohe Konzentration an exprimiertem Protein auftrat

Toxische Gene bzw. Genprodukte kdnnen zu geringer oder ganzlich fehlender Expression des

gewunschten Proteins fihren. Damit verbunden ist die Gefahr, dass sich Transformanden mit Deletionen

und Mutationen anreichern. Diese Probleme kdnnen eventuell durch folgende Wachstumsbedingungen,

die fur eine maximale Repression vor der Induktion sorgen sollen, tberwunden werden:

> Kulturen generell in SB-Medium mit 200 pg/l Ampicillin und 2 % (w/v) Glukose anziehen

> keine (.N.-Kultur verwenden, sondern 2 ml Starter-Kultur mit Einzelkolonie von frischer Platte
anziehen

2-3 h bei 30 °C inkubieren

400 ml SB-Selektivmedium mit dieser VVorkultur animpfen

im Inkubationsschiittler bei 330 Upm und 30 °C inkubieren

weiter wie oben, dlerdings moglichst schon bei einer 0.D.gp VOn 0.5 induzieren

YV V V V
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D.4.1.2 Zdlernteund Gesamtproteinextraktion von cytoplasmatischen Proteinen

Kultur in einen JA-10 Becher Uberfiihren und 10 min bei 4000 Upm und 4 °C zentrifugieren
Uberstand vollstandig abziehen

Bakterienpellet vollstandig in 15 ml Aufschlusspuffer resuspendieren

1 ml Lysozymlésung zugeben und durch mehrmaliges Umschwenken mischen (Zel lwandlyse)

25 min auf Eisinkubieren

Ldsung auf 0.01 % (v/v) Triton X-100 einstellen (Endkonz.) und mit einer Glaspipette durch
Rihren mischen (Zerstérung der Zellmembran)

den Zentrifugenbecher in 37 °C Wasserbad Uberfuhren und Inhalt riihren, bis eine starke Viskosi-
tétszunahme auftritt (Freiwerden der DNA)

25 Wl RNAse A- und 25 pl DNAse |- Lésung zugeben

weiter unter Rihren inkubieren, bis die Viskositét drastisch abnimmt

20 min bei 37 °C im Wasserbad inkubieren

Suspension in JA-20 Becher Uberfiihren und 10 min bei 12 000 Upm und 4 °C zentrifugieren
den Uberstand, der unter anderem die [6diche Fraktion des exprimierten Proteins enthalten sollte,
abziehen und bis zu spéteren Aufreinigungsschritten bei 4 °C lagern.

A\ YV V V V V V
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D.4.1.3 Zdlernteund Gesamtproteinextraktion von periplasmatischen Proteinen

Kultur in einen JA-10 Becher Uberfiihren und 10 min bei 4000 Upm und 4°C zentrifugieren
Uberstand vollstandig abziehen

Bakterienpellet vollstdndig in 80 ml Periplasma-Puffer resuspendieren

5-10 min unter Schitteln auf Eis inkubieren

20 min bei 4000 Upm und 4 °C zentrifugieren

Uberstand vollstandig abziehen

Bakterienpellet vollstandig in 80 ml eiskaltem 5 mM MgSO, resuspendieren

10 min unter Schiitteln auf Eis inkubieren (osmotischer Schock)

20 min bei 4000 Upm und 4 °C zentrifugieren

den Uberstand, der die periplasmatischen Proteine enthalten sollte, abziehen und bis zu spateren
Aufreinigungsschritten bei 4 °C lagern.

YV V V V V V V V VY V

D.4.1.4 Probenvorbereitung fur die analytische SDS-DISKPAGE

Die Proben, die wahrend der Expression (® D.4.1.1) enthnommen und auf Eis gelagert wurden, werden
wiefolgt fir eine analytische SDS-DISKPAGE (® D.4.2) vorbereitet:

2 min bel 13 000 Upm und RT in der Biofuge A zentrifugieren

Uberstand vollstandig abziehen

Bakterienpellet in 20 W reduzierendem Proteingel-Ladepuffer (PBJR) resuspendieren
5 min bei 100 °C im Wasserbad inkubieren

Proben sofort zur Analyse einsetzen oder unbegrenzt bei -20 °C lagern

YV V V V V

Als Faustregel gilt, dass bei einer 0.D.gy von 4 ca. 20 pl der Kultur in eine Spur eines Minigels (mit
10er-Kamm) geladen werden sollen. Diese Menge ergibt bei noch ausreichender Trennung der promi-
nenten Banden auch eine gute Detektierbarkeit schwécher vertretener Proteine. Die Faustregel Iasst sich
in folgende Formel umwandeln:

8

0.D.600

x ml (Probe) =

Eswerden aso x Yl der vorbereiteten Probe in ein 10er-Minigel geladen.
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D.4.2 Analytische diskontinuierliche SDS-Polyacryamidgelelektrophorese (analytische
SDS-DISK PAGE)

(Laemmli, 1970, modifiziert)

Bei der anaytischen SDS-DISKPAGE werden Proteingemische einer grofenabhangigen Auftrennung
im elektrischen Feld unterworfen. SDS hat a's anionisches Detergenz zwei Wirkungen auf Proteine. Es
fihrt zum einen zu einer Aufldsung von Quartér- und Tertidrstrukturen mit der Folge einer langlichen
Konformation und zum anderen bindet es im Uberschuss in konstantem Verhdtnis (1.4 g SDS/1g
Protein) an Proteine, was eine gleichartige negative Ladung pro Masseneinheit bewirkt.

Diese negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe wandern im elektrischen Feld zur Anode. Zur Auf-
trennung der Komplexe nutzt man die Molekularsiebeigenschaften von Polyacrylamidgelen (PAA-Gel)
aus. Dabel ist die Beweglichkeit bei den meisten Proteinen umgekehrt proportional zum dekadischen
Logarithmus ihrer molekularen Masse. Das diskontinuierliche Puffersystem nach Laemmli (1970)
bewirkt eine Konzentrierung der Proben an der Ubergangsstelle zwischen Sammelgel und Trenngel, was
zu ener hohen Auflésung bel der anschliefenden Trennung fihrt. Zur Bestimmung des
Molekulargewichts unbekannter Proteine l&sst man Eichproteine bekannten Molekulargewichts mit-
laufen (® Eichgerade).

Die Porengrof3e des Gels wird durch das Verhdtnis der Konzentration an Acrylamid zum Quervernetzer
N-N'-Methylenbisacrylamid bestimmt. Der Acrylamid-Anteil (% T) und der Vernetzungsgrad (% C)
sind daraus resultierende Grof3en, die ein Polyacrylamidgel charakterisieren:

_ Acrylamid (g) + Bis (9) o~ — Bis(9)
= Voumen(m) <%0 #C = aylamid (g) + Bis(g)

%T X 100

Der % T-Anteil bestimmt den Trennbereich eéines PAA-Geles (® Tabelle unter D.4.2.1).

D.4.2.1 Herstdlung von diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen (Minigele)

> Glasplatten, Aluminiumplatten, Spacer (0.75 mm Dicke) und Probenkdmme mit Millipore und
Ethanol saubern

»  Gekammer mittels Mighty-Small SE245 Dual-Gel-Caster-System (fir bis zu zwei Gele) oder

Mighty Small SE200 Multiple-Gel-Caster (fir bis zu sechs Gele) zusammenbauen

Trenngel-Ldsung (siehe Tabelle unten) in Saugflasche ansetzen und 2 min entgasen

» Starter Ammoniumpersulfat-L ésung (10 %) zugeben und gut vermischen

Gel(e) bisca. 1 cm unter den oberen Rand der Gelkammer giefzen

jedes Gel mit 250 Wl Wasser-geséttigtem t-Butanol Uberschichten (fur glatte Oberflache)

mindestens 10 min auspolymerisieren lassen, dann t-Butanol abgief3en

Sammelgel-L 6sung (siehe Tabelle unten) in Saugflasche ansetzen und 2 min entgasen

"Starter" Ammoniumpersulfat-L ésung (10 %) zugeben und gut vermischen

Sammelgel(e) aufgielfen und Probenkamm einsetzen

mindestens 30 min auspolymerisieren lassen

die Gelkammern kdnnen dann sofort verwendet werden oder bis zu 14 Tage bel 4 °C gelagert

werden

YV V V V V V V V VYV V

Die Angaben der folgenden Tabelle Uber die Zusammensetzung der Gele beziehen sich auf die unter
C.5.7 aufgefiihrten Stamm-Losungen und Puffer. Die Volumina reichen fir das Gieffen von zwei
Minigelen (8 cm x 8 cm) aus.
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Trennged (15 ml):

Acrylamid (% T) 5% 75% 10 % 12.5% 15%
Trennbereich 50-180 kD |30-120kD |18-75kD |15-60kD |15-45kD
Stammlosung (40 %) | 1.875 ml 28 ml 3755 m |47 ml 5.625 ml
4 x Trenngelpuffer 375 ml 3.75 ml 375 m | 375 ml 375 ml
steriles Millipore 9.025 ml 88 ml 765 m |62 m 5275 ml
TEMED (10 %) 025 ml 0.25 ml 025 m |[025 ml |025 ml
APS-Lsg. (10 %) 01 ml 01 ml 01 m |01 ml 01 ml
Sammelgel (5 ml):

Acrylamid (% T) 3% 6 %

Stammlésung (40%) | 0.375 ml | 0.75 ml

4 x Sammelgelpuffer | 1.25 ml | 1.25 ml

steriles Millipore 3245 ml | 2.87 ml

TEMED (10 %) 01 ml [01 ml

APS-Lsg. (10 %) 003 ml |0.03 ml

D.4.2.2 Probenvorbereitung und Elektrophor eselauf

>

sofern nicht schon geschehen, werden die Proben je nach Volumen und Proteinkonzentration mit 1-
10 Wl reduzierendem Proteingel-L adepuffer (PBJR) gemischt

diese und eventuelle fertige Proben direkt vor dem Lauf 5 min bei 100 °C im Wasserbad inkubieren
(Imidazol-haltige Proben nur bei 37 °C!)

Gelkammer mittels Klammern in einer Midget 2050 Elektrophorese-Einheit (fir 1-2 Gele)
befestigen

ca. 170 ml SDS-Elektrophorese-Puffer in oberen und unteren Pufferbehdter fillen

Probenkamm ziehen, Proben in der Tischzentrifuge abzentrifugieren und maximal 25 pl Probe (bei
Verwendung eines 10-er Kammes) in die Taschen pipettieren

Elektrophoresdlauf mit 15 mA/Gel bis Bromphenolblau-Bande beginnt, aus dem Gel zu laufen
Gelkammer entnehmen und mit Hilfe der Spacer vorsichtig 6ffnen

Gel farben oder zum Western Blot einsetzen

D.4.23 Farbungder Proteine und Dokumentation

Durch Féarbung mit Coomassie® Brilliant Blue R 250 werden die Proteine im Gel sichtbar gemacht und
fixiert.

>
>

Gel vorsichtig in die Coomassie-Féarbel dsung geben
in der Mikrowelle kurz bis zum Aufkochen erhitzen und dann 10 min unter leichtem Schiitteln

farben; alternativ dazu ohne Erhitzen ca. 1 h bel RT und unter leichtem Schiitteln farben

Férbel 6sung abgieffen und stattdessen Proteingel - Entfarbel 6sung zugeben
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» in der Mikrowelle kurz bis zum Aufkochen erhitzen und dann 20 min unter leichtem Schitteln
entfarben, mit Wechsel der Entfarbeldsung mindestens 1 h weiter entférben; aternativ dazu ohne
Erhitzen ca. 4-5 h bei RT und mit Wechsel der Entfarbel 6sung entféarben

» FUr die Dokumentation kann das Gel auf einen Transiluminator gelegt werden und mit der elek-
tronischen Sofortbildkamera photografiert werden oder es kann in eine Klarsichtfolie gelegt und
eingescannt werden

D.4.24 Konservierung von PAA-Gelen

Filterpapier 3 MM in dreifacher Gelgrofie ausschneiden

Filterpapier mit Millipore anfeuchten und drei entférbte PAA-Gele darauflegen
nach oben mit Klarsichtfolie abdecken und alles auf Gel-Trockner transferieren
Geltrockner auf 80 °C einschalten und Vakuum anlegen

ca. 3 h trocknen lassen

YV V V V V

Die so dauerhaft konservierten Gele sollten zunéchst noch fir mindestens 1 Woche in einem Buch
gelagert werden, um ein Aufrollen zu verhindern.

D.4.3 Pilot-Experimente zur Bindungsfahigkeit von Fusionsproteinen

Bevor eine Zeit- und Kosten-intensve Aufreinigung der Fusionsproteine Uber eine Affinitéts-
Chromatographie versucht wird, sollte die Bindungsféhigkeit des Fusionsproteins an seine jeweilige
Matrix in einem Pilot-Experiment geprift werden. Es wird im sogenannten Batch-Verfahren im
Eppendorfgefal durchgefuihrt. Das bedeutet, dass das Waschen der Matrix, die Bindung des Fusions-
proteins, erneute Waschschritte und die Elution des Fusionsproteins durch eine Suspension der Matrix
in der jeweiligen Lésung erfolgt.

Das Pilot-Experiment flr Fusionsproteine mit Histidin-Hexapeptid-Sequenz (His-Tag) und das fur
Fusionsproteine mit Maltosebindeprotein (MBP) werden zur besseren Ubersicht getrennt behandelt.

D.4.3.1 Pilot-Experiment mit His-Tag Fusionsproteinen

Der Expressionsvektor pWH844 bzw. dessen Derivat pJB-W32a soll ein Fusionsprotein exprimieren,
das an seinem N-Terminus ein Histidin-Hexapeptid tragt. Die damit verbundene Aufreinigungsmethode
beruht auf der Bindung dieses Hexapeptids an die komplexierten Ni*-lonen eines Ni-NTA (,, nitrilo-tri-
acetic-acid*)-Harzes und ist in meiner Diplomarbeit (Becker, 1996) ausfihrlich beschrieben. Im Pilot-
Experiment wird das Fusionsprotein mit EDTA eluiert, das die Ni*-lonen komplexiert.

50 ul Ni-NTA Harz in ein Eppendorfgefal? geben

10 sec bei 13 000 Upm in der Tischzentrifuge zentrifugieren

Uberstand vorsichtig abziehen

1 ml Aufschlusspuffer zugeben

Harz-Pellet mittels vortexen vollsténdig resuspendieren und 2 min inkubieren

10 sec bei 13 000 Upm in der Tischzentrifuge zentrifugieren und Uberstand abziehen
Waschschritt zweima wiederholen

1 ml Aufschluss (16dliches Fusionsprotein in Aufschlusspuffer ® D.4.1.2) zugeben und Harz
resuspendieren

mindestens 45 min rollern

25 sec bei 13 000 Upm in der Tischzentrifuge zentrifugieren

> Uberstand vorsichtig vollstandig abziehen und auf Eis aufheben, 2.5 pl werden al's Probe in der
analytischen SDS-DISKPAGE eingesetzt

YV V V V V V VYV V
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zweimaliger Waschschritt wie oben mit Waschpuffer 1

zweimaliger Waschschritt wie oben mit Waschpuffer 2 kostenintensiv

20l 0.5 M EDTA und 20 I reduzierenden Proteingel-L adepuffer (PBJR) zugeben

kréftig vortexen und 5 min bei 100 °C im Wasserbad inkubieren

kurz abzentrifugieren und 20 pl vom Uberstand in analytischer SDS-DISK PAGE einsetzen

D.4.3.2 Pilot-Experiment mit MBP-Fusionsproteinen

Die Expressionsvektoren pMALO -c, pMALO-cd und pMALO-p bzw. deren Derivate pJB-M29c,
pJB-M18 und pPMP-X8 sollen Fusionsproteine exprimieren, die an ihrem N-Terminus ein Maltose-
bindeprotein tragen. Die Aufreinigung erfolgt hierbel Uber die Bindung des Maltosebindeproteins an ein
Amylose-Harz. Der theoretische Hintergrund der Aufreinigung ist in meiner Diplomarbeit (Becker,
1996) ausfiihrlich beschrieben.

YV V V V V V VYV V
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50 Wl Amylose-Harz in Eppendorfgefél’ geben

10 sec bei 13 000 Upm in der Tischzentrifuge zentrifugieren

Uberstand vorsichtig abziehen

1 ml Saulen-Puffer MBP + 0.25 % (v/v) Tween 20 zugeben

Harz-Pellet mittels vortexen vollsténdig resuspendieren und 2 min inkubieren

10 sec bei 13 000 Upm in der Tischzentrifuge zentrifugieren und Uberstand abziehen

Waschschritt zweimal wiederholen

cytoplasmatische MBP-Fusionsproteine: 250 pl Aufschluss (I6dliches Fusionsprotein in Auf-
schlusspuffer ® D.4.1.2) und 750 pl Saulen-Puffer MBP + 0.25 % (v /v) Tween 20 zugeben und
Harz resuspendieren

periplasmatische MBP-Fusionsproteine: 1 ml Aufschluss (Fusionsproteinin 5 mM MgSO,

® D.4.1.3) + 20 gl 0.5 M Phosphatpuffer zugeben und Harz resuspendi eren

mindestens 45 min rollern

25 sec bei 13 000 Upm in der Tischzentrifuge zentrifugieren

Uberstand vorsichtig vollstandig abziehen und auf Eis aufheben, 10 pl werden als Probein der
analytischen SDS-DISKPAGE eingesetzt

zweimaliger Waschschritt wie oben

20l 0.5 M EDTA und 20 I reduzierenden Proteingel-L adepuffer (PBJR) zugeben

kréftig vortexen und 5 min bei 100 °C im Wasserbad inkubieren

kurz abzentrifugieren und 20 pl vom Uberstand in analytischer SDS-DISK PAGE einsetzen

D.4.4 Affinitéts-Chromatographie von His-Tag-Fusionsproteinen

D.4.4.1 Vorbereitung des Aufschlussesund der Chromatographie

>
>

Aufschluss (® D.4.1.2) in Polyallomer-UZ-Réhrchen Uberfiihren

45 min bel 45 000 Upm und 4 °C in der Ultrazentrifuge im VTi60-Rotor zentrifugieren (Pelle-
tierung unlédicher Zdltrimmer, die die Saule verstopfen wirden, z.B. Membran-Fragmente)
Uberstand vorsichtig abziehen und bei 4 °C lagern

mit dem gewiinschten Volumen an Ni-NTA Superflow-Harz gemal3 Herstellerangaben eine
Chromatographie-Saule (z.B. £1.6 cm, Lange 5 cm) packen

die Verbindung zwischen peristaltischer Pumpe und Einlass der Saule herstellen

den Audass der Saule unter Durchleitung durch die optische Einheit des Durchfluss-Photometers
mit dem Fraktions-Sammler verbinden
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D.4.4.2 Affinitdts-Chromatographie
Die Chromatographie wird zur Schonung der Proteine bei 4 °C im Kuhlkabinett durchgefhrt.

> Aquilibrieren (Flussrate 30 ml/h): gepackte Saule (gemeint ist das Ni-NTA-Harz) mit 5
Saulenvolumen Aufschlusspuffer (ohne EDTA!) waschen

» Referenz-Kivette mit Aufschlusspuffer eichen

»  Schreiber mit 50 mV und 1 mm/min starten; vollen Skalenausschlag an der Messeinheit des
Durchfluss-Photometers (Absorption bei 280 nm) passend einregeln

> Beladen (Flussrate 25 ml / h): Ein Volumen Aufschluss Uber die Saule leiten, in dem so vid
Fusionsprotein enthalten sein sollte, dass es die Bindungskapazitét der Saule (5-10 mg Protein/ mi
Harz) um das 1Y4fache tbersteigt. Dieses bewusste Uberladen der Saule soll die Wahrscheinlichkeit
unspezifischer Bindungen minimieren.

» Durchlauf in Form einer Fraktion auffangen

> Waschen 1 (Flussrate 30 ml/h): Schreiber auf 20 mV umstellen und mit Waschpuffer 1 waschen,
bis der Schreiber eine Grundlinie zeigt; Durchlauf in 6 min (= 3 ml) Fraktionen sammeln

» Waschen 2 (Flussrate 30 ml/h): mit Waschpuffer 2 waschen bis der Schreiber wieder eine
Grundlinie zeigt; Durchlauf in 6 min (= 3 ml) Fraktionen sammeln

> Referenz-Kivette mit Waschpuffer 2 neu eichen und vollen Skalenausschlag an der Messeinheit des
Durchfluss-Photometers auf 0.5 einstellen

> Elution (Flussrate 30 ml/h): gebundene Proteine mit einem 0-1 molaren Gradienten von Imidazol in
Waschpuffer 2 eluieren; Durchlauf in 3 min (= 1.5 ml) Fraktionen sammeln

Zur Auswertung der Affinitdts-Chromatographie werden geeignete Volumina des Durchlaufs beim
Beladen der Saule, beim Waschen und insbesondere bei der Elution als Proben in einer analytischen
SDS-DISKPAGE (® D.4.2) eingesetzt.

D.4.4.3 Regeneration des Ni-NTA-Har zes

Das gepackte Amylose-Harz kann fast unbegrenzt oft regeneriert werden und wird in der Zwischenzeit
bei 4 °C gelagert. Alle Waschschritte werden mit eine Flussrate von 30 ml/h durchgefihrt.

mit 5 Saulenvolumen sterilem Millipore waschen

mit 5 Saulenvolumen 0.1 M EDTA waschen (Auswaschen der komplexierten Ni?*-lonen)
mit 5 Saulenvolumen sterilem Millipore waschen

mit 5 Saulenvolumen 0.2 M NiCl, die Saule von Neuem mit Ni**-lonen beladen

mit 5 Saulenvolumen sterilem Millipore + 0.02 % (w/v) NaN3 waschen

YV V V V V

D.4.5 Affinitats-Chromatographie von MBP-Fusionsproteinen
(Guan et al., 1987; Mainaet al., 1988)

D.4.5.1 Vorbereitung des Aufschlussesund der Chromatographie

> Aufschluss (® D.4.1.2 & D.4.1.3) in Polyallomer-UZ-Réhrchen Uberfiihren

> 45 min bel 45 000 Upm und 4 °C in der Ultrazentrifuge im VTi60-Rotor zentrifugieren (Pelle-
tierung unlédicher Zdltrimmer, die die Saule verstopfen wirden, z.B. Membran-Fragmente)

> Uberstand vorsichtig abziehen und bei 4 °C lagern

»  mit dem gewinschten Volumen an rehydriertem Amylose-Harz gemal3 Herstellerangaben eine
Chromatographie-Saule (z.B. £1.6 cm, Lénge 5 cm) packen

» die Verbindung zwischen peristaltischer Pumpe und Einlass der Séule herstellen
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» den Audass der Saule unter Durchleitung durch die optische Einheit des Durchfluss-Photometers
mit dem Fraktions-Sammler verbinden

»  cytoplasmatische MBP-Fusionsproteine: Aufschluss 1:3 bis 1.5 mit Saulen-Puffer MBP + 0.25 %
(v/v) Tween 20 verdiinnen - Endkonzentration ca. 2.5 mg Gesamtprotein/ml Lésung

» periplasmatische MBP-Fusionsproteine: Aufschluss mit 2 % (v/v) 0.5 M Phosphatpuffer mischen

D.4.5.2 Affinitdts-Chromatographie
Die Chromatographie wird zur Schonung der Proteine bei 4 °C im Kuhlkabinett durchgefhrt.

> Aquilibrieren cytoplasmatische Fusionsproteine (Flussrate 10 ml/h): gepackte Saule (gemeint ist
das Amylose-Harz) mit 3 Saulenvolumen Saulen-Puffer MBP + 0.25 % (v/v) Tween 20 waschen

> Aquilibrieren periplasmatische Fusionsproteine (Flussrate 10 mi/h): gepackte Saule mit 3
Saulenvolumen 5 mM MgSO, + 0.02 % (v/v) 0.5 M Phosphatpuffer waschen

» Referenz-Klvette mit Saulen-Puffer MBP + 0.25 % (v/v) Tween 20 bzw. 5 mM MgSO, + 0.02 %
(v/v) 0.5 M Phosphatpuffer eichen

»  Schreiber mit 20 mV und 1 mm/min starten; vollen Skalenausschlag an der Messeinheit des
Durchfluss-Photometers (Absorption bei 280 nm) passend einregeln

> Beladen (Flussrate 10 ml/h): Ein Volumen an verdinntem Aufschluss Uber die Saule leiten, in dem
so viel Fusionsprotein enthalten sein sollte, dass es die Bindungskapazitét der Séule um das 1¥4
fache Ubersteigt. Dieses bewusste Uberladen der Saule soll die Wahrscheinlichkeit unspezifischer
Bindungen minimieren.

» Durchlauf in Form einer Fraktion auffangen

> Waschen 1 (Flussrate 15 ml/h): mit 3 Sdulenvolumen Saulen-Puffer MBP + 0.25 % (v/v) Tween
20 waschen; Durchlauf in 12 min (= 3 ml) Fraktionen sammeln

> Waschen 2 (Flussrate 15 ml/h): mit 5 Sdulenvolumen Saulen-Puffer MBP waschen; Durchlauf in
12 min (= 3 ml) Fraktionen sammeln

> Referenz-Kuvette mit Saulen-Puffer MBP + 10 mM Maltose neu eichen

> Elution (Flussrate 10 ml/h): mit 5 Sdulenvolumen Saulen-Puffer MBP + 10 mM Maltose eluieren;
Durchlauf in 12 min (= 2 ml) Fraktionen sammeln

Zur Auswertung der Affinitéts-Chromatographie werden geeignete Volumina des Durchlaufes beim
Beladen der Saule, beim Waschen und insbesondere bei der Elution als Proben in einer analytischen
SDS-DISKPAGE (® D.4.2) eingesetzt.

D.45.3 Regeneration des Amylose-Har zes

Das gepackte Amylose-Harz kann bis zu finf Mal regeneriert werden und wird in der Zwischenzeit bei
4 °C gelagert. Alle Waschschritte werden mit einer Flussrate von 15 ml/h durchgefiihrt.

mit 3 Saulenvolumen sterilem Millipore waschen

mit 3 Saulenvolumen 0.1 % (w/v) SDS waschen (Elution restlicher noch gebundener Proteine)
mit einem Saulenvolumen sterilem Millipore waschen

mit 3 Saulenvolumen Saulen-Puffer MBP + 0.02 % (w/v) NaN3 aquilibrieren

YV V V V

D.4.6 Proteinkonzentrationsbestimmung durch Bradford-Test

(Bradford, 1976)
Der Bradford-Test ist eine colorimetrische Methode zur Quantifizierung von Proteinen in Lésung.
Gemessen wird die Menge an Coomassie Brilliant Blue, die an die Proteine bindet. Uber einen Vergleich

mit der Eichkurve eines Standardproteins (normalerweise BSA) lasst sich so die Proteinkonzentration in
der Ldsung abschétzen. Jeder verwendete Puffer erfordert eine individuelle Eichkurve.
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» mit dem verwendeten Puffer 10-12 BSA-L 6sungen mit Konzentrationen von 0.05-15 g/l in
Eppendorfgefél3en ansetzen

» von der Probe (zu bestimmendes Protein in verwendetem Puffer) Verdiinnungen mit 25 % (v/v) und
50 % (v/v) im verwendeten Puffer ansetzen.

» Ineiner Mikrokiivette 800 pl steriles Millipore und 5 Wl der jeweiligen Probe mischen (BSA -L dsun-

gen, 100 %, 50 % und 25 % zu bestimmende ProteinlGsung)

800 pl steriles Millipore + 5 Wl Puffer dienen as Referenz

200 pl Bradford Farbstoff-Konzentrat zugeben, mischen und 2 min bei RT inkubieren

0.D.595 aller Proben am Spectro-Photometer bestimmen

Eichgerade erstellen und Proteinkonzentration der zu bestimmenden Proteinl 6sung ablesen

YV V V V

Stehen nur sehr geringe Volumina an Proteinldsung fur einen Bradford-Test zur Verfligung, so kann
auch nur 1 pl der jeweiligen Probe im Test verwendet werden. Alle sonstigen Schritte des Protokolls
bleiben dabel unverandert.

D.4.7 Gdfiltration mit Sephacryl S- 200 HR

Bei der Gdfiltrations-Chromatographie bzw. Gelfiltration erfolgt die Auftrennung von Proteinen und
anderen makromolekularen Substanzen unter Ausnutzung des unterschiedlichen Molekulargewichts und
dem daraus resultierenden Molekularsiebeffekt. Die Gele, die in eine Saule gepackt werden, bestehen
aus chemisch inerten Kigelchen mit schwammartiger Struktur und einheitlicher PorengrofRe. Als
Trégermateria  finden Sephadex-Polydextran-Gele, Acrylamid-Gele, Agarose-Polyamid-Gele oder
Glagperlen Anwendung - je nach gewiinschter PorengréfZe.

Unter dem Begriff Molekularsiebeffekt ist zu verstehen, dass Substanzen unterschiedlicher Grofe auch
in unterschiedlichem Male in die Poren eindringen kénnen bzw. bel zu grofem Molekulargewicht aus
diesen ausgeschlossen bleiben. Diese zu grofen Teilchen bleiben in der wassrigen Phase aul3erhalb der
Gelpartikel, im sogenannten Ausschlussvolumen. Kleine Teilchen hingegen diffundieren in die Poren
und werden retardiert. Demnach werden zunachst gréfiere Molekile und dann in zunehmendem Mal3e
kleine Molekiile aus der Saule euiert. Gleichzeitig kann auf diesem Wege eine Umpufferung erfolgen,
wie sie z.B. fir einen spéteren Verdau mit einer Protease notwendig sein kann.

Der Grad der Retardierung kann zum Molekulargewicht der retardierten Substanz in Beziehung gesetzt
werden. Uber eine Eichkurve mit Proteinen bekannter Molekularmasse |asst sich das Molekulargewicht
unbekannter Proteine bestimmmen. Das Verfahren der Gdfiltration zeichnet sich durch geringen
Kosten- und Zeitaufwand sowie Schonung der Substanzen und geringem Substanzverlust aus.

In dieser Arbeit findet Sephacryl S-200 HR mit einem Auftrennungsbereich fur globul&re Proteine von 5
bis 250 kD Molekulargewicht Anwendung. Eine Chromatographie-Saule XK16 /60 (Lange 60 cm,
Durchmesser 16 mm) wird gemal3 den Angaben des Herstellers mit Sephacryl S-200 HR gepackt. Zur
Schonung der Proteine werden alle Arbeiten im Kihlkabinett bei 4 °C durchgefuhrt.

» die Verbindung zwischen peristaltischer Pumpe, Proben-Applikator und Einlass der Saule herstellen

» den Audass der Saule unter Durchleitung durch die optische Einheit des Durchfluss-Photometers
mit dem Fraktions-Sammler verbinden

» Referenz-Kivette mit gewlinschtem Puffer (z.B. Faktor Xa Puffer) eichen

»  Schreiber mit 10 mV und 1 mm/min starten; vollen Skalenausschlag an der Messeinheit des
Durchfluss-Photometers (Absorption bei 280 nm) passend einregeln

> Aaquilibrieren: gepackte Saule mit 3 Saulenvolumen des gewiinschten Puffers (z.B. Faktor Xa
Puffer) aquilibrieren; Flussrate 60 mi/h
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> Vorbereitung der Probe: Probe, falls VVolumen gréfer als 5 ml, mittels Ultrafiltration (® D.4.10)
auf 5 ml einengen. Probe auf eine Endkonzentration von 10 % (v/v) Glycerin einstellen.

» Beladen: vorbereitete Probe mittels Spritze in den Proben-Applikator einfiillen

> Elution: Proteine mit ca. 3 Saulenvolumen Puffer eluieren; Flussrate 28 ml/h ! Durchlauf in 6 min
(= 2,8 ml) Fraktionen sammeln.

Zur Auswertung der Gdfiltration werden geeignete Volumina der Fraktionen, die laut Durchflul3-
Photometrie Protein enthalten, als Proben in einer analytischen SDS-DISKPAGE (® D.4.2) eingesetzt.

D.4.8 Faktor Xa-Verdau

Die Expressionsvektoren pMALO -¢c, pMALO-p und pMALO-cd bzw. deren Derivate pJB-M29c,
pPMP-X8 und pJB-M18 sollen Fusionsproteine exprimieren, die zwischen der MBP-Doméne und der
Zid-Doméne die Erkennungssequenz "lle-Glu-Gly-Arg" des Blutgerinnungsfaktors Xa aufweisen. Die
Faktor Xa Protease wandelt wdhrend des Gerinnungsprozesses Prothrombin durch Schnitt nach diesem
Tetrapeptid in aktives Thrombin um (Jackson, 1984). Nach Abspaltung der MBP-Doméne kann die
weitere Aufreinigung durch eine Rechromatographie an Amylose-Harz und/oder eine préparative SDS-
DISKPAGE (® D.4.9) efolgen. Das Fusionsprotein sollte zur Proteolyse in Faktor Xa Puffer gelost
sen.

» Konzentration des Fusionsproteins mittels Bradford-Test (® D.4.6) bestimmen

> 0.1%- 1% (w/w) Faktor Xazugeben - Vortests zur Ermittlung einer ausreichenden Konzentration
sind empfehlenswert

> 20hbe RT und 20 h bei 4 °C inkubieren

D.4.9 Préparative diskontinuierliche SDS-Polyacryamidgelelektr ophor ese (pr apar ative
SDS-DISK PAGE)

Die praparative SDS-DISKPAGE wird mit Hilfe einer praparativen Gelelektrophorese ,Model 491
Prep Cell* der Firma Bio-Rad durchgefiihrt. Die theoretischen Grundlagen einer SDS-DISKPAGE sind
unter D.4.2 ausfuhrlich geschildert. Hier erfolgt lediglich ein Ausbau der Methode hin zu préparativen
Mal3stében.

Wahrend des Laufs durch ein zylindrisches, diskontinuierliches SDS-Polyacrylamidgel werden die
Proteine einer Probe in ringférmige Banden aufgetrennt. Die Einzelbanden wandern am unteren Ende
der Saule aus dem Gel, wo sie direkt in die Elutionskammer gelangen. Von dort wird das Eluat mittels
einer peristaltischen Pumpe durch eine Elutions-Sammelrohre im Kihlkern nach auf3en geleitet. Ein
Durchfluss-Photometer (Absorption bei 280 nm) misst die Proteinkonzentration, bevor das Eluat in
Fraktionen gesammelt wird.

Temperaturgradienten im Gel wirden die Migration der Proteine in kompakten, parallelen Banden
behindern. Um diese Gefahr zu minimieren, werden die Temperaturen der inneren und aufl3eren Ober-
flache des Gels einander angeglichen. Das erfolgt durch kontinuierliches Pumpen von Elektrophore-
sepuffer der unteren Pufferkammer, in der die Saule hangt, durch den Kihlkern im Gel. Der Elektro-
phoreselauf wird im Kihlkabinett bei 4 °C durchgefihrt.

D.4.9.1 Optimierung der Laufbedingungen

Auswahl der Saulengroiie
Es stehen zwel Saulen von 15 cm Lange mit 28 mm und 37 mm innerem Durchmesser zur Verfligung.
Die Auswahl erfolgt zum einen unter Berticksichtigung der aufzutrennenden Proteinmenge, wobei hier
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die Quantitét an Zielprotein und néchstem kontaminierenden Protein gemeint ist, zum anderen ist die
Molekulargewichtsdifferenz dieser beiden zu trennenden Proteine von Bedeutung (2-10 %, 10-15 %
oder >15 %). Genaue Richtlinien sind der Bedienungsanleitung zu entnehmen.

Optimale Porengrofe (% T)

Ist die Molekulargewichtsdifferenz der beiden zu trennenden Proteine kleiner as 10 %, so muss eine
Serie von anaytischen Gelen mit unterschiedlichen % T-Werten gemacht werden. Die Porengréf3e mit
der besten Auflésung fur das zu trennende Protein resultiert in einem relativen Mobilitétswert (Rf) von
0.55-0.6. N&here Erlauterungen hierzu sind der Bedienungsanleitung zu entnehmen.

Fur solche Proben, bei denen die Molekulargewichtsdifferenz = 10 % ist, kann der optimale % T-Wert
und somit die optimale Porengrof3e aus einem Diagramm in der Bedienungsanleitung (Seite 18) ersehen
werden.

D.4.9.2 Giefen des praparativen Gelsund Aufbau der Prep Cell

Nicht ndher erléuterte Arbeitsschritte sind ebenso wie die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel
ausfuhrlich in der Bedienungsanleitung beschrieben.

» die Saule inklusive Kihlkern auf der speziellen Gief3vorrichtung montieren
» Kuihlkreidauf fir den Kihlkern aufbauen und Puffer-Kreidauf-Pumpe mit eine Flussrate von 100 ml/
h einschalten

> Trenngel-Losung in Saugflasche ansetzen und 5 min entgasen

> Losung in Becherglas tberfuhren

>, Starter Ammoniumpersulfat-Losung (10 %) zugeben und gut vermischen

> Trenngel-Ldsung vorsichtig in Saule gief3en - kleine Luftblasen kdnnen durch Klopfen auf die
Giefvorrichtung entfernt werden

» vorsichtig mit ca. 3 ml Wasser-geséttigtem t-Butanol Uberschichten (flr glatte Oberflache)

> nach 1-2 h das Wasser-geséttigte t-Butanol durch 5 ml SDS-Elektrophorese-Puffer ersetzen

> U.N. auspolymerisieren lassen, danach Puffer vorsichtig dekantieren

> Sammelgel-L6sung in Saugflasche ansetzen und 5 min entgasen

>, Starter Ammoniumpersulfat-Losung (10 %) zugeben und gut vermischen

» Sammelgel-Ldsung vorsichtig auf das Trenngel gief3en

> nach dem Uberschichten mit Wasser-gesittigtem t-Butanol noch 1-2 h auspolymerisieren lassen

» die Elutionskammer und die Pufferkammern montieren, sémtliche Schlauch-Verbindungen
herstellen

» ca 7 Liter SDS-Elektrophorese-Puffer in Saugflasche ansetzen und 10 min entgasen

» dle Kammern mit Puffer flllen

»  Elutionskammer und Elutionsschlauch von Luftblasen befreien

» das Ende des Elutionschlauchs unter Durchleitung durch eine peristaltische Pumpe und die optische

Einheit des Durchfluss-Photometers mit dem Fraktions-Sammler verbinden
» Puffer-/Kihlkreidauf schlief3en und Puffer-Kreidauf-Pumpe mit eine Flussrate von 100 mi/h
einschalten

D.4.9.3 Probenvorbereitung und Elektrophor eselauf

» Probe mindestens 1:4 mit SDS Proben-Puffer (reduzierend) verdiinnen
» 5 minbe 100 °Cim Wasserbad inkubieren
» Probe mittels der Auftragespritze vorsichtig auf das Gel laden
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> Prep Cell schlief¥en und Lauf mit 40-50 mA /240-300 V bel Verwendung der kleinen Siule und 50-
60 mA/200-400 V fur die grofRe Saule starten; Flussrate der peristaltischen Pumpe 60 mi/h

» Referenz-Kivette mit SDS-Elektrophorese-Puffer eichen

»  Schreiber mit 10 mV und 1 mm/min starten; vollen Skalenausschlag an der Messeinheit des
Durchfluss-Photometers (Absorption bei 280 nm) passend einregeln

> wenn die ringférmige Bromphenoblau-Bande noch ca. 1 cm vom unteren Ende des Geles entfernt
ist, Fraktionssammler starten und Eluat in 2.5 min (= 2.5 ml) Fraktionen sammeln

> Lauf gegebenenfalls U.N. fortsetzen

Zur Auswertung des Laufs werden geeignete Volumina ausgewahlter Fraktionen (das Elutionsprofil gibt
Anhaltspunkte fir die Auswahl) as Proben in einer analytischen SDS-DISKPAGE (® D.4.2)
eingesetzt. Erfahrungsgemald ist vorher alerdings eine Aufkonzentrierung der Fraktionen mittels
Ultrefiltration (® D.4.10) nétig, um bel der Analyse mit Volumina arbeiten zu konnen, die gut zu
handhaben sind. Demontage und Reinigung der Apparatur werden unter Berticksichtigung der Hinweise
in der Bedienungsanleitung durchgefihrt.

D.4.10 Proteinkonzentrierung durch Ultrafiltration

Durch Ultrefiltration kdnnen Proteine schonender konzentriert werden als bel Prézipitationsverfahren,
die mit Denaturierung oder Féllung der Proteine einhergehen. Mittels Zentrifugalkraft wird die Pro-
teinldsung durch eine Ultrafiltrationsmembran gepresst. Die Poren definierter Gréle halten Proteine ab
einem bestimmten Molekulargewicht zurtick, was zur gewinschten Konzentrierung fuhrt. Durch
mehrfache Konzentrierung unter Zugabe eines neuen Puffers nach jedem Lauf kann auch die Umpuf-
ferung eines Proteins erfolgen.

Fur verschiedene Volumina stehen unterschiedliche Ultrakonzentratoren der Firma Millipore (Ultrafree-
0.5, Ultrafree-4 und Ultrafree-15) mit einem Ausschluss-Molekulargewicht von z.B. 5 kD zur
Verfigung. Sie werden gemdl® Herstellerangaben in Zentrifugen verwendet. Da der Ultrafree-4
Konzentrator mit einem maximalen Volumen von 4 ml erfahrungsgemal die haufigste Verwendung
findet, wird flr diesen der Vorgang exemplarisch erlautert:

Ultrafree-4 Konzentrator in 12 ml-PE-Rdhrchen stecken und Proteinldsung einfiillen

12 ml-PE-R6hrchen mit Gummifinger in JA-17 Rotor stecken

20 min bei 7000 Upm und 4 °C zentrifugieren

nach gewuinschter Konzentrierung Losung aus dem Konzentrator vorsichtig abziehen oder mit
gewinschtem Puffer wieder auffillen und Vorgang wiederholen (Umpufferung)

YV V V V

D.4.11 Protein-Sequenzierblotting

Bevor die Aminosaure-Sequenz eines Proteins bestimmt werden kann, muss es in ausreichender Menge
und Reinheit zuganglich sein. Um dieses zu erreichen, werden Proteingemische mittels analytischer
SDS-DISKPAGE (® D.4.2) aufgetrennt und in eéinem nachfolgenden Arbeitsschritt mit der ,, Semi-Dry-
Blotting”-Methode (Khyse-Anderson, 1984) zwischen zwei Graphitplatten im elektrischen Feld vom Gel
auf eine PYDF-Membran transferiert. Die gewlinschten Banden mit immobilisiertem Protein kénnen
dann zur Protein-Sequenzierung eingesetzt werden:

> mit addguaten VVolumina der zu untersuchenden Proteine eine anaytische SDS-DISKPAGE
durchfuhren.

» eine PVDF-Membran und 6 Filterpapiere 3MM in den Mal3en 7 cm x 9 cm (bei Minigel)
ausschneiden

» PVDF-Membran 1 min in Methanol aquilibrieren, dann 5 min in PS-Transferpuffer aquilibrieren

» dasungeférbte, zu blottende Proteingel 10 min in PS-Transferpuffer aquilibrieren
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> dieFilterpapiere in PS-Transferpuffer tréanken
» folgendes Sandwich auf die untere Graphitplatte (Anode) einer "Trans-Blot® Semi-Dry Electro-
phoretic Transfer Cell" schichten:
3 Filterpapiere 3 MM (unten)
PVDF-Membran
Proteingel (ohne Sammelgel!)
3 Filterpapiere 3 MM (oben)

eventuelle L uftblasen sorgféltig aus den Sandwich herausrollern

obere Platte (Kathode) auflegen, Kontakte befestigen

bei 150 mA in 45 min transferieren

Blot-Sandwich vorsichtig abbauen; die Membran darf nicht mit den Fingern angefasst werden!
PVDF-Membran ca. 3 min in Coomassie-Farbel 6sung farben

ca. 2 h unter mehrfachem Wechsel der Proteingel-Entfarbel 6sung entféarben

PV DF-Membran gegebenenfalls zur Dokumentation einscannen

YV V V V V V V

Die Proteinbanden, die die N-terminal zu sequenzierenden Proteine enthalten, kdnnen aus der Membran
ausgeschnitten werden und in Eppendorfgeféal3en zur Sequenzierung (Dr. Jaeger, Universitét Bochum)
verschickt werden.

D.4.12 Gesamtproteinextraktion aus Pflanzengeweben

> 50-150 mg Pflanzengewebe in fliissigem Stickstoff zu feinem Pulver morsern

> Gewebe-Pulver in Eppendorfgefald tberfihren und sofort 200 pl Extraktionspuffer zugeben

» identisches Volumen an TE-geséttigtem Phenol zugeben, vortexen und mindestens 5 min auf Eis
inkubieren

» Homogenat 10 min bei 4 °C und 10 000 g sedimentieren

Phenol phase abziehen und in ein neues Eppendorfgefal’ Gberfihren

Prézipitation der Proteine durch Zugabe von 5 Volumen 100 mM Ammoniumacetat (w/v) in

Methanol und 16 h Inkubation bei -20 °C

10 min bei 4 °C und 10 000 g zentrifugieren

Uberstand vom Pellet abziehen und verwerfen

Pellet mit 80 % Aceton (v/v) waschen und im Vakuum trocknen

Pellet im kleinstmdglichen Volumen (20-50 pl, je nach Proteinmenge) denaturierendem

Proteinpuffer aufnehmen und 1 min im 100 °C Wasserbad inkubieren

Y Vv

YV V V V

Im Anschluss kann direkt die Proteinkonzentration der Ldsung mittels Bradford-Test (® D.4.6)
bestimmt werden oder die Proben kénnen bei -20 °C gelagert werden.

D.4.13 Isolierung von Calmodulin aus Vicia faba Blattern

Camodulin kann relativ unproblematisch in hochreiner Form aus Pflanzengewebe isoliert werden,
wobei sich Blattmaterial besonders gut fur die Aufarbeitung eignet. Ein grof3er Vorteil fir die Aufrei-
nigung ist, dass Camodulin sehr hitzestabil ist, aso im Gegensatz zu vielen anderen Proteinen auch bei
einer vortibergehenden Erhitzung auf 82 °C nicht denaturiert und ausfallt. Ein weiterer Schritt in der
Isolierung von reinem Camodulin ist die Aufreinigung an dem schwach anionischen |onenaustauscher
DEAE. In ener Affinitits-Chromatographie wird Uber die Bindung des durch Ca’*-aktivierten
Camodulin an Fluphenazin-Sepharose und seine Elution auf Grund seiner Inaktivierung durch die
Komplexierung der Ca?*-lonen (EGTA) letztlich hochreines Calmodulin gewonnen.
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D.4.13.1 Herstellung einer Fluphenazin-Affinitatsmatrix

800 mg Fluphenazindihydrochlorid in 100 ml 50 %igem (v/v) Dioxan |6sen

pH dieser Losung mit NaOH auf 12 einstellen

zu diesem Ansatz 50 ml Epoxid aktivierte Sepharose 4B geben und bei 45 °C fir 40 h schiitteln
(nicht kdlter, da dies die Kopplungsrate erniedrigt)

das Gel auf einem Filter mit 1 1 50 %igem Dioxan, 500 ml Methanol oder Ethanol und 2 | sterilem
Millipore waschen

Gel trocknen und lichtgeschiitzt aufbewahren

fur die Bestimmung der Kopplungsrate (%) wird vom eingesetzten Fluphenazin und vom nach der
Kopplung noch vorhandenen Fluphenazin die optische Dichte bestimmt (jeweils Spektrum von 240
bis 340 nm aufnehmen). Das Absorptionsmaximum fur Fluphenazin liegt bei Anx= 256.5 nm,
Extinktionskoeffizient = 30.8 M™cm™.

D.4.13.2 Acetonextraktion von Gesamtproteinen aus Bléttern

>

1 kg Blétter in 21 Aceton (10 °C) in einem explosionsgeschiitzen Homogenisator 3 - 4 min bel
maximaler Umdrehungszahl homaogenisieren.

Homogenat Uber einen Keramikfilter unter Vakuum abfiltrieren (die zurtickbleibende Masse kann
gefriergetrocknet und bei 80 °C aufbewahrt werden oder wird mit 1 | 50 mM Tris HCI, pH 7.5,
20 mM 3-Mercaptoethanol, 0.4 mM Nametabisulfid gewaschen und nochmals homogenisiert)

das Homogenat 30 min bei 13 000 g zentrifugieren

den Uberstand in der Mikrowelle 2 min bei 82°C erwarmen (einschliellich der 4 min um diese
Temperatur zu erreichen), anschlief’end den Uberstand sofort auf Eis abkiihlen

hitzedenaturierte Proteine 30 min bei 13 000 g abzentrifugieren

den Uberstand fur die Affinitats-Chromatographie verwenden

D.4.13.3 Aufreinigung von Calmodulin

>

DEAE-Cdllulose (100 g / kg Blétter) mit 10 mM Tris-HCI, pH 7.5 vorwaschen

den Uberstand (siehe oben) mit der DEAE-Cellulose 5 min inkubieren und unter Vakuum
abfiltrieren

zurtickbleibende DEAE-Cellulose mit 500 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7.5 waschen und die
gebundenen Proteine mit 10 mM Tris-HCI, pH 7.5+ 0.4 M KCI in ein sauberes Glasgefal3 eluieren
Eluat auf 4 mM CaCl, einstellen und 10 min mit der Fluphenazin-Sepharose (vorgewaschen mit
Puffer A) inkubieren

Gemisch nach Vorschrift in eine Chromatographie-Saule einfillen und Schlauchverbindungen mit
peristaltischer Pumpe, Durchfluss-Photometer und Fraktionssammler herstellen

Schreiber mit 20 mV und 1 mm/min starten; vollen Skalenausschlag an der Messeinheit des
Durchfluss-Photometers (Absorption bei 280 nm) passend einregeln

mit 3 Sdulenvolumen Puffer B waschen; Flussrate 15 mi/h

Referenz-K Givette mit Puffer C eichen

mit 2 Saulenvolumen Puffer C eluieren (Flussrate 15 mi/h); Durchlauf in 6 min (= 1.5 ml)
Fraktionen sammeln

die Fluphenazin-Sepharose mit 10 Saulenvolumen sterilem Millipore und 5 Sdulenvolumen 10 %
Ethanol oder Methanol waschen

Fluphenazin-Sepharose lichtgeschiitzt bei 4 °C lagern

Das isolierte Calmodulin liegt im Eluat in seiner inaktivierten Form vor, da der Elutionspuffer EGTA
enthédt. Da das EGTA in nachfolgenden Bindungstests stéren wirde, sollte eéine Umpufferung auf
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10 mM Tris-HCI, pH 7.5 mittels Ultréfiltration (® D.4.10) erfolgen, bevor die konzentrierte VfCaM-
Ldsung in Aliquots bel -70 °C gelagert wird.

D.4.14 Calmodulin Retardationstest in einem har nstoffhaltigen PAA-Gel
(Reddy et al., 1996, modifiziert)

Die Bindung von aktiviertem Calmodulin an eine CaM-Bindedoméne fihrt in einem Polyacrylamid-Gel
(PAA-Gdl) zu einer Verringerung der Laufstrecke (Retardation) im Vergleich zu nicht gebundenem
Camodulin oder nicht aktiviertem Camodulin (Erickson-Viitanen und DeGrado, 1987). Durch den
Zusatz von 4 M Harnstoff werden Komplexe von niedriger Affinitét und nicht-spezifische Komplexe
dissoziiert, so dass nur spezifische Komplexe im Gel sichtbar werden. Die potentielle VfCaMBP1-
Bindedoméne wird bei diesem Retardationstest in Form eines synthetischen Peptids (19-AS-Peptid mit
Immunitétsgrad (> 70 % Reinheit); ARK Scientific Biosystems, Darmstadt) eingesetzt. Das eingesetzte
Camodulin stammt aus Rinderhirnextrakten. Fir den Retardationstest mit aktiviertem Calmodulin
werden der Inkubationspuffer, der Trenngel puffer, der Probenpuffer und der Elektrophorese-Puffer mit
1 mM CaCl, angesetzt, fir den Test mit inaktiviertem Calmodulin (Kontrolle) dagegen mit 5 mM
EGTA.

»  Camodulin mittels Ultrafiltration (® D.4.10) auf den jeweiligen Inkubationspuffer umpuffern

> Peptid in jeweiligem Inkubationspuffer [6sen (z.B. hier 1 pug/ul)

> Camodulin (hier 134 pmal) in Eppendorfgefalen mit ansteigenden Konzentrationen an
synthetischem Peptid mischen (Endvolumen 20 (i) und 1 h bei RT inkubieren

je 10 I des jeweiligen Probenpuffers zugeben und gut mischen (kein Aufkochen!)

12 %ige PAA-Gele unter Verwendung des jeweiligen Puffers gief3en (10er Minigel ohne Sammelgel)
Elektrophoresdauf mit den jeweiligen Proben bei 25 mvV

Gele wie unter D.4.2.3 beschrieben farben und dokumentieren

YV V V V

D.4.15 Nukleotid-Bindetests (Photomarkierung)

Um die Bindung der Nukleotide ATP oder GTP an ein potentiell Nukleotid-bindendes Protein zu testen,
kann man sich die besonderen Eigenschaften der Nukleotid-Derivate 8-Azidoadenosine 5'-triphosphate-
biotin (BN;ATP[gbiotin) und 8-Azidoguanosine 5'-triphosphate-biotin (8N;GTP[g|biotin) zu Nutze
machen. Deren photoaktive Azidgruppen-Substitution im basischen Ring kann durch UV-Licht aktiviert
werden, woraufhin es zu einer kovalenten Verkniipfung mit dem Protein kommt, an das das Nukleotid
zum Zeitpunkt des UV-Lichtblitzes gebunden war. Mit Hilfe von HRP-gekoppeltem Streptavidin
konnen die somit durch das Biotin des Nukleotids markierten Proteine nach ihrer Auftrennung im
Western Blot detektiert werden.

\4

Proteine mittels Ultrefiltration (® D.4.10) auf Bindungspuffer umpuffern

»  Proteinkonzentrationen der umgepufferten Proteinlésungen Uber Bradford-Tests (® D.4.6)
bestimmen

» je30 ug der Proteine in Eppendorfgefélie Uberfiihren und auf ein Endvolumen von 30 il mit
Bindungspuffer auffillen

> 5 minauf Eisinkubieren

> jel10p 5mM 8NzATP[g]biotin bzw. 8N;GTP[g biotin in Bindungspuffer zugeben
(Endkonzentration 50 uM) und gut mischen

» 12 min auf Eisinkubieren; bei Verdrangungsexperimenten nach 6 min ATP bzw. GTP (gel6st

in Bindungspuffer und auf pH 6.8 eingestellt) bis zu einer Endkonzentration von 5 mM zugeben
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»  Praben 2 min mit UV-Licht von 254 nm Wellenlange (Intensitét 4600 pW) bel einem Abstand von
4 cm bestrahlen

Proben sofort mit [>-Mercaptoethanol (Endkonzentration 10 mM) versetzen und kurz vortexen
Proteine durch Zugabe von Trichloressigsaure (Endkonzentration 15 %) und Inkubation G.N. bei

4 °C ausfdlen

Proteine 15 min bei 15 000 Upm und 4 °C pelletieren

Uberstand abziehen und Pellet mit 80 % Aceton waschen

Pellet im Vakuum trocknen und je 10 pl Bindungspuffer + 1 % (w/v) SDS zugeben

je 5 |l Proteingel-Ladepuffer (PBJR) zugeben und 5 min bei 100 °C inkubieren

mit allen Proben einen Western Blot mit ECL-Plus Detektion (® D.5.3.1) durchfiihren, wobei sich
direkt nach der Blockierung der unspezifischen Bindestellen der Membran die Inkubation mit dem
Streptavidin-M eerrettich-Peroxidase Konjugat anschlief¥

YV Vv

YV V V V V

Zur nachtréglichen immunologischen Detektion bestimmter Proteine durch spezifische Antikorper kann
das Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase Konjugat nach der ECL-Detektion durch eine 30-mindtige
Inkubation in Stripping-Puffer und zwel anschlief3ende Waschschritte mit grof3en Volumina an PBS +
0.05 % (v/v) Tween-20 wieder abgel st werden.

D.4.16 ATPase Aktivitatstest
(Koronakis et al., 1993; Lanzetta et al., 1979, modifiziert)

Durch Hydrolyse wird ATP in ADP und anorganisches Phosphat gespalten. Beim Nachweis der
ATPase-Aktivitét eines Proteins macht man sich zu Nutze, dass das freigesetzte anorganische Phosphat
mittels eines colorimetrischen Nachweisverfahrens bis in den nanomolaren Bereich detektiert werden.

> gewunschte Menge an Protein (z.B. 40 pg) mittels Ultrafiltration (® D.4.10) auf Reaktionspuffer
umpuffern

> in Eppendorfgefald mit Reaktionspuffer auf 90 pl auffillen

5 min bei gewiinschter Temperatur (z.B. 22 °C) inkubieren

Zugabe von 10 Wl ATP gelost in Reaktionspuffer und auf pH 7 eingestellt (Endkonzentration

4 mM)

10 min bel gewiinschter Temperatur inkubieren

800 Wl Farbreagenz zugeben und 1 min bel RT inkubieren

100 Wl 34 %ige Zitronensaure zugeben und vortexen

in Mikrokuvetten transferieren und 30 min inkubieren (Farbentwicklung)

0.D.6s0 @m Spectro-Photometer bestimmen

Eichgerade mit KH,PO, (0.01 nmol bis 10 nmol) erstellen und Phosphat-K onzentration der zu

bestimmenden Probe ablesen

Y VvV

YV V V V V V

D.4.17 *Ca’*-Bindungstest
(Maruyama et al., 1984, modifiziert)

Bei diesem Nachweisverfahren fiir die Ca?*-Bindefahigkeit von Proteinen wird das zu testende aufge-
reinigte Protein einer anaytischen SDS-DISKPAGE unterworfen und mittels Semi-Dry Proteinblot auf
eine PVDF-Membran transferiert (® D.4.11). Nach einer Renaturierung der Proteine auf der Membran
wird Uber die Bindung von radioaktivem “Ca®* und eine anschlief}ende Autoradiographie der Nachweis
fir eine Ca**-Bindung gefiihrt.

> Proteinein einer analytischen SDS-DISKPAGE auftrennen und auf eine PV DF-Membran
transferieren
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Membran 0.N. mit Renaturierungspuffer inkubieren

10 min mit Renaturierungspuffer + 2 pCi /ml “Ca®* inkubieren

5 min in eiskaltem 50 % (v/v) Ethanol waschen

Membran an der Luft trocknen lassen

Autoradiographie wie bei ECL-Plus System (® D.5.3.1) durchfiihren, aber ohne Frischhaltefolie
und mit einer Expositionszeit von 24 h

YV V V V V

D.5 Immunologische Methoden

D.5.1 Gewinnungvon Antikorpern

Die Gewinnung von gegen VINOD32a gerichteten polyklonalen Antikorpern aus Kaninchen wurde von
der Firma Eurogentec (Belgien) durchgefiihrt. Jedem zu immunisierenden Kaninchen wurden dabei 4
Injektionen des jeweiligen Antigens appliziert. Nach 38 Tagen konnte eine erste Blutprobe entnommen
werden. Weitere Blutabnahmen erfolgten 66 und 80 Tage nach der ersten Injektion.

In anadloger Weise wurden polyklonale Antikdrper gegen das VfLb29-Peptid (Eurogentec) und das
VNOD32a-Peptid (BioScience, Gottingen) gewonnen, wobei der Immunisierung erst noch die Synthese
des jeweiligen Peptids und dessen Kopplung an ein Trégerprotein vorausgingen.

D.5.2 Aufreinigungen von Antikorpern

Antikérper, die gegen ein spezifisches Antigen gerichtet sind, kdnnen aus einem Antiserum aufgereinigt
werden, wenn das Antigen selbst in ausreichend reiner Form vorliegt. Bei dem Antigen kann es sich
dabel um ein aufgereinigtes Fusionsprotein, aber auch um ein zur Immunisierung eingesetztes Peptid
handeln. Durch die Aufreinigung sollen alle nicht gegen das Antigen gerichteten 1gGs sowie ale anderen
Bestandteile das Antiserums wie zum Beispiel Serumal bumin abgetrennt werden.

Voraussetzung fur eine Aufreinigung ist die Immobilisierung des Antigens an einem Trégermaterial.
Dies kann zum einen durch die kovaente Bindung des Antigens an Cyanogenbromid-aktivierte
Sepharose 4B geschehen, wobei hierbei das Antigen moglichst rein vorliegen sollte (affinitéts
chromatographische Aufreinigung). Bel der zweiten Methode werden die Proteine in eéinem préparativen
SDS-DISKPAGE Ge aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Anschlielfend wird der Nitro-
cellulose-Streifen ausgeschnitten, an den das gewtinschte Antigen gebunden ist. Bei diesem Verfahren
spidt somit die Homogenitdt des zur Gelelektrophorese eingesetzten Proteingemisches nur eine
untergeordnete Rolle, Peptide sind aber auf Grund ihres geringen Molekulargewichts fir diese Methode
nicht geeignet.

Die Elution der gebundenen Antikorper erfolgt bei beiden Verfahren durch eine drastische Verénderung
des pH-Wertes. Die Antikorper, die Uber Basen-sensitive Interaktionen an das Antigen binden, werden
bei pH 11.5 duiert und solche, die Uber Sdure-sensitive Interaktionen binden, bei pH 2.5.

D.5.2.1 Affinitats-chromatographische Aufreinigung von Antikorpern
(Harlow und Lane, 1988, modifiziert)

Herstellung der Affinitétsmatrix

Zur Immobilisierung des Antigens erfolgt zundchst seine Kopplung an Cyanogenbromid-aktivierte
Sepharose 4B; 1 g des Sepharose-Pulvers ergibt ein Endvolumen von etwa 3.5 ml. Es binden 5-10 mg
Protein (Ligand) pro ml Gel, bei kleinen Proteinen bzw. Peptiden 1-10 pmol Ligand pro ml Gel.

» gewlnschte Menge an Sepharose-Pulver in 200 ml 1 mM HCI, pH 2.5 pro g Pulver 15 min quellen
lassen
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Y Vv

YV V V V

in steriler Glasnutsche abfiltrieren und mit 500 ml sterilem Millipore waschen

Ligand in Ligandenpuffer 16sen (5 ml Ligandenpuffer pro 1 g Sepharose-Pulver) und kleines
Aliquot bei 4 °C lagern (Probe vor Bindung)

vorbehandeltes Gel mit Ligandenldsung versetzen und 1 h bei RT oder .N. bei 4 °C vorsichtig
rollern (keinen Magnetrihrer verwenden!)

in steriler Glasnutsche abfiltrieren, kleines Aliquot der filtrierten Ldsung bei 4 °C lagern (Probe
nach Bindung) und Rest der L&sung verwerfen

das Gel mit 5 Volumen Ligandenpuffer waschen

Gel 2 hbel RT oder 10 h bei 4 °C mit 100 mM Tris-HCI, pH 8.0 inkubieren (Inaktivierung nicht
gebundener CNBr-Gruppen)

mit 3 Volumen Waschpuffer A und 3 VVolumen Waschpuffer B waschen

mit 5 Volumen Waschpuffer A und 5 Volumen Waschpuffer B waschen

Affinitatsmatrix (Gel) in 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.02 % (w/v) NaN; bel 4 °C lagern
Proteinkonzentrationen der Proben vor und nach der Bindung mittels Bradford-Test (® D.4.6)
messen, um die Kopplungsrate zu bestimmen

Mit der Affinitdtsmatrix wird nach Herstellerangaben eine Chromatographie-Saule gepackt und im
Kihlkabinett bel 4 °C in Analogie zum Vorgehen bei anderen Affinitats-Chromatographien mit dem
Durchfluss-Photometer und dem Fraktionssammler verbunden. Bei der Chromatographie wird durch-
gangig eine Flussrate von 15 mi/h eingehalten, lediglich die Bindung der Antikorper erfolgt bei einer
Flussrate von 10 mi/h. Die ersten finf Waschschritte dienen der Entfernung von schlecht gebundenen
Antigenen, die sonst bei den spéteren Elutionsschritten mit eluiert wirden und die Antikorper blockieren
konnten. Bel nachfolgenden Antikorper-Aufreinigungen an dieser Affinitétsmatrix sind diese funf
Waschschritte daher nicht notig und es kann direkt mit der Bindung von Antikdrpern begonnen werden.

Affinitdts-Chromatographie

>
>
>

waschen der Affinitdtsmatrix mit 10 Sdulenvolumen Waschpuffer |

waschen mit 10 Sdulenvolumen Elutionspuffer | (sauer)

waschen mit 10 Saulenvolumen Waschpuffer 11, pH-Wert testen und nétigenfalls weiter waschen
bis ein pH-Wert von 8 erreicht ist

waschen mit 10 Saulenvolumen Elutionspuffer 11 (basisch)

waschen mit 10 Saulenvolumen Waschpuffer |, pH-Wert testen und nétigenfalls weiter waschen bis
ein pH-Wert von 7.5 erreicht ist

2 ml Antiserum 1:10 mit Waschpuffer | verdinnen und zur Bindung Uber die Saule leiten (Flussrate
10 mi/ht)

waschen mit 20 Saulenvolumen Waschpuffer |

waschen mit 10 Saulenvolumen Waschpuffer 11

Elution der durch Saure-sensitive Interaktionen gebundenen Antikorper durch 10 Saulenvolumen
Elutionspuffer I; Eluat in einem sterilen Gefal3, in das vorher ein Sdulenvolumen 1 M Tris-HCI, pH
8.0 pipettiert wurde, auffangen

waschen mit 10 Saulenvolumen Waschpuffer 11, pH-Wert testen und nétigenfalls weiter waschen
bis ein pH-Wert von 8 erreicht ist

Elution der durch Basen-senditive Interaktionen gebundenen Antikorper durch 10 Saulenvolumen
Elutionspuffer 11; Eluat in einem sterilen Gefal3, in das vorher ein Saulenvolumen 1 M Tris-HCl, pH
8.0 pipettiert wurde, auffangen

waschen mit 10 Saulenvolumen Waschpuffer |, pH-Wert testen und nétigenfalls weiter waschen bis
ein pH-Wert von 7.5 erreicht ist; Affinitétsmatrix bei 4 °C lagern
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> dasEluat, das laut Schreiber-Protokoll eine hohe Proteinkonzentration enthét, mittels Ultrafiltration
(® D.4.10) konzentrieren und auf PBS + 0.02 % (w/v) NaN; umpuffern

> Konzentration der aufgereinigten Antikorper mittels Bradford-Test (® D.4.6) bestimmen

> 1% (w/w) BSA zur Antikorper-Losung zugeben und in Aliquots & 20 pl bei -20 °C lagern

D.5.2.2 Aufreinigung von Antikorpern an Nitrocellulose-Streifen
(Harlow und Lane, 1988, modifiziert)

Immobilisierung des Antigens mittels Proteinbl ot

Die Vorgehensweise zur Immobilisierung des Antigens an einer Nitrocellulose-Membran gleicht im
Wesentlichen einer SDS-Polyacryamidgelelektrophorese (® D.4.2) mit anschlief3endem Proteinblot (®
D.5.3.1). Da eine moglichst grol’e Menge an Protein aufgetrennt werden soll, wird die Gelelektro-
phorese dabei im préparativen Mal3stab (8 cm x 10 cm Gel mit 1.5 mm Dicke) durchgefihrt.

> préparatives Gel unter Verwendung von grofen Glas- und Aluminiumplatten (8 cm x 12 cm),
Spacern mit 1.5 mm Dicke, préparativem Kamm und der entsprechenden Giefdvorrichtung in
Analogie zu D.4.2 gief3en.

» ca 80 ul Proteinldsung mit 40 ul reduzierendem Proteingel-Ladepuffer (PBJR) mischen und 5 min

bei 100 °C im Wasserbad erhitzen (Imidazol-haltige Proben nur bei 37 °C!)

Gelkammer mittels Klammern in passender Elektrophorese-Einheit befestigen

ca. 180 ml SDS-Elektrophorese-Puffer in oberen und unteren Pufferbehdter fillen

Probenkamm ziehen, Probe in der Tischzentrifuge abzentrifugieren und in die Taschen pipettieren

Gelelektrophorese wie unter D.4.2. beschrieben durchfihren

aufgetrennte Proteine mittels Semi-Dry Proteinblot (® D.5.3.1) auf eine Nitrocellulose-Membran

Ubertragen; dabei 3 MM-Papier und Membran in der Grélze 8 cm x 8 cm verwenden und 1.5 h bei

15V transferieren

»  Nitrocellulose-Membran mit Ponceau-S-L 6sung solange anférben, bis die Proteinbanden gut
sichtbar sind.

» zwecks Dokumentation photographieren oder einscannen

» Banden, die das gewlinschte Antigen enthalten, aus der Membran ausschneiden und in etwa 5 mm
lange Stlicke zerschneiden (immobilisiertes Antigen)

> Membranstiicke in 12 ml-PE-Rohrchen tbertragen und 2 x 5 min mit PBS waschen (Entféarbung)

> InPBS+0.02 % (w/v) NaN; bei 4 °C lagern oder sofort zur Affinitéts-Aufreinigung einsetzen

YV V V V V

Affinitats-Aufreinigung

Die Vorgehensweise bei der Aufreinigung von Antikorpern an Membran-immobilisierten Antigenen
gleicht in vielen Schritten der immunologischen Detektion geblotteter Proteine (® D.5.3.1). Bei der
Aufreinigung ist das Ziel aber nicht die Detektion der gebundenen Antikorper, sondern ihre Elution.

> alle Schritte erfolgen in 12 ml-PE-R&hrchen.

> Membransticke2 hin 5 ml 5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS-Puffer rollern - so werden
unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Membran blockiert

> 5 ml PBS-Puffer mit 0.3 % (w/v) Magermilchpulver mischen und ca. 50 pl Antiserum zugeben -
das Volumen an Antiserum ist abhéngig von der Konzentration an gegen das Antigen gerichteten
Antikorpern im Serum

» Membranstiicke 2 h mit Antiserum-Mix rollern

»  6X 15 minmitje 10 ml PBS + 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen

» Elution der durch Sdure-sensitive Interaktionen gebundenen Antikérper durch 10 min Inkubation
mit 2 ml Elutionspuffer | auf dem Schiittler
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Eluat in neues 12 ml-PE-Rdhrchen Uberfihren und 200 pl 1 M Tris-HCI, pH 8, + 800 pl PBS
Zugeben

Membranstiicke 4 x 15 min mit je 10 ml PBS + 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen

Elution der durch Basen-sensitive I nteraktionen gebundenen Antikorper durch 10 min Inkubation
mit 2 ml Elutionspuffer 11 auf dem Schittler

Eluat in neues 12 ml-PE-Réhrchen Gberfihren und 200 pl 1 M Tris-HCI, pH 8, + 800 l PBS
Zugeben

Membranstiicke 4 x 15 min mit je 10 ml PBS + 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen und in PBS +
0.02 % (w/v) NaN3 bei 4 °C lagern

die Eluate mittels Ultrafiltration (® D.4.10) konzentrieren und auf PBS + 0.02 % (w/v) NaN3
umpuffern

Proteinkonzentrationen der umgepufferten, konzentrierten Eluate mittels Bradford-Test (® D.4.6)
bestimmen - die gebundenen Antikorper werden in der Regel nur bei einem der beiden Elutions-
schritte eluiert

1 % (w/w) BSA zur Antikorper-L6sung zugeben und in Aliquots & 20 Wl bei -20 °C lagern

D.5.3 Immunoblotting-Verfahren

D.5.3.1 Western Blot

Mittels Western Blot konnen Proteine selbst in Gesamtproteinextrakten, also sehr komplexen Protein-
Gemischen, auRerst effizient nachgewiesen und quantifiziert werden. Wie schon beim Protein-
Sequenzierblotting (® D.4.11) werden Proteingemische mittels analytischer SDS-DISKPAGE
(® D.4.2) aufgetrennt und in einem nachfolgenden Arbeitsschritt mit der ,, Semi-Dry-Blotting”-Methode
(Khyse-Anderson, 1984) zwischen zwei Graphitplatten im elektrischen Feld vom Gel auf eine Membran
transferiert. In diesem Fall wird alerdings eine Nitrocellulose-Membran verwendet. Die immobilisierten
Proteine sind so einer Antigen/ Antikorper-Bindung zuganglich.

Semi-Dry Proteinblot

>

YV V V V
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mit adaguaten V olumina der zu untersuchenden Proteingemische eine analytische SDS-DISKPAGE
durchfihren.
eine Nitrocellulose-Membran und 6 Filterpapiere 3MM in den Mal2en 5.5 cm x 8.5 cm (bei Mini-
gel) ausschneiden
das ungeférbte, zu blottende Proteingel 15 min in Towbin-Transferpuffer aquilibrieren
Nitrocellulose-Membran 5 min in Towbin-Transferpuffer aquilibrieren
die Filterpapiere in Towbin-Transferpuffer tranken
folgendes Sandwich auf die untere Graphitplatte (Anode) einer , Trans-Blot® Semi-Dry Electro-
phoretic Transfer Cell* schichten:

3 Filterpapiere 3 MM (unten)

Nitrocellulose-Membran

Proteingel (ohne Sammelgel!)

3 Filterpapiere 3 MM (oben)

eventuelle L uftblasen sorgféltig aus den Sandwich herausrollern

obere Platte (Kathode) auflegen, Kontakte befestigen

1hbei 15V transferieren

Blot-Sandwich vorsichtig abbauen; die Membran darf nicht mit den Fingern angefasst werden!
Nitrocellulose-Membran mit Ponceau-S-L 6sung solange anférben, bis die Proteinbanden gut sicht-
bar sind (Uberpriifung des Transfers)

zwecks Dokumentation photographieren oder einscannen
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» Nitrocellulose mit PBS-Puffer unter mehrfachem Pufferwechsel entférben
» die Nitroce lulose-Membran kann so zur immunologischen Detektion eingesetzt werden

Immunol ogische Detektion geblotteter Proteine

Spezifische Proteine/ Epitope werden auf der Nitrocellulose-Membran durch ein indirektes immuno-
logisches Verfahren nachgewiesen. Zundchst bindet der unmarkierte Primérantikdrper (® D.5.1) an das
gesuchte Antigen. Dieser Antigen-Antikorper-Komplex wiederum wird im zweiten Schritt von einem
Sekundarantikorper (® C.6) erkannt, der den Primérantikorper der verwendeten Spezies erkennt (z.B.
Kaninchen 1gG). Der Sekundarantikorper ist mit dem Enzym akaische Phosphatase konjugiert. Dies
erlaubt die Sichtbarmachung der Bindestellen des Sekundérantikorpers mittels Inkubation mit dem
Phosphatase-Substrat  X-Phosphat / NBT, dessen Umsetzung in einen sichtbaren Farbkomplex
katalysiert wird. Auf diese Weise werden Antigene, an die der Primérantikorper auf der Membran
gebunden hat, nachgewiesen.

» dle Inkubationen und Waschschritte erfolgen bel Raumtemperatur auf dem Schiittler und bel
Antikorper-haltigen Ldsungen in Folie eingeschwel (¥

> Nitrocellulose-Membran 1 hin 20 ml 5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS-Puffer inkubieren;
so werden unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Membran blockiert

> 3 ml PBS-Puffer mit 0.3 % (w/v) Magermilchpulver mischen

» 2 ug Primarantikdrper/ml Puffer bzw. eine adadquate Verdiinnung (1:1000 bis 1:5000) des
Priméarantikrpers mit diesem Puffer mischen

» Membran 1 hbei RT oder U.N. bei 4 °C mit Primérantiktrper-Mix inkubieren

3x 15 minin PBS + 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen

Membran 1 h mit Anti-Kaninchen 1gG alkalische Phosphatase Konjugat (Promega), 1:7500

Verdinnung in 3 ml PBS + 0.3 % (w/v) Magermilchpulver + 0.05 % (v/v) Tween-20, inkubieren

3x 15 minin PBS + 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen

2x 5 minin AP-Puffer &quilibrieren

in 10 ml Entwickler-L6sung inkubieren bis die Banden deutlich sichtbar sind

Reaktion durch Inkubation der Membran in Stoppuffer beenden

zwecks Dokumentation einscannen und Membran bei -20 °C lagern.

Y Vv
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Das ECL-Plus System

Falls der Nachweis Uber diese Methode sich as nicht sensitiv genug herausstellt, kann auf das ECL-
Plus System von Amersham Pharmacia Biotech zurlickgegriffen werden. Dieses Nachweis-System
basiert auf der enzymatischen Erzeugung eines Acridinium-Esters, katalysiert durch das Enzym Meer-
rettich-Peroxidase. Dieses Intermediat reagiert mit Peroxid, wobel es Energie in Form von intensiver
Chemolumineszenz abgibt, die auf Autoradiographiefilm detektiert werden kann. In Kombination mit
einer Verstarkung des an Antigene auf der Membran gebundenen Primérantikdrpers durch ein
Briickensystem aus Biotin und Streptavidin ist dieses System bis zu 30-mal sensitiver als die herkémm-
liche Detektion.

» dle Inkubationen und Waschschritte erfolgen bel Raumtemperatur auf dem Schiittler und bel
Antikorper-haltigen Ldsungen in Folie eingeschwel (¥

» Nitrocellulose-Membran 1 hin TBS-Puffer + 5 % (w/v) Magermilchpulver inkubieren;
so werden unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Membran blockiert

> 3 ml TBS-Puffer mit 0.3 % (w/v) Magermilchpulver mischen

» 2 ug Primérantikdrper/ml Puffer bzw. eine addquate Verdiinnung (1:1000 bis 1:5000) des
Primarantikrpers mit diesem Puffer mischen

» Membran 1 hbei RT oder U.N. bei 4 °C mit Primérantiktrper-Mix inkubieren

> 3x15minin TBS+ 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen
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» Membran 1 h mit biotinyliertem Anti-Kaninchen IgG (Amersham Life Science), 1:2000 Ver-
dinnung in 3 ml TBS + 0.3 % (w/v) Magermilchpulver + 0.05 % (v/v) Tween-20, inkubieren

> 3x15minin TBS+ 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen

» Membran 1 h mit Streptavidin-biotinylierte-M eerrettich-Peroxidase Konjugat, 1:500 Verdiinnung in
3 ml TBS, inkubieren

» 3x 15 minin TBSwaschen

» die Detektionddsungen A und B auf Raumtemperatur erwarmen lassen

» Detektionddsungen A und B im Verhdltnis 40:1 (z.B. 2 ml Lésung A + 50 pl Lésung B) mischen -
das Endvolumen an bendtigtem Detektionsreagenz betragt 0.1 ml/cm?

> Uberschissigen Waschpuffer von der Membran abflief3en lassen und sie mit der Proteinseite nach
oben auf eine saubere Unterlage legen

» Detektionsreagenz auf die Membran geben (ohne Schiitteln) und 5 min inkubieren

» Uberschissiges Detektionsreagenz mit Gewebetuch vorsichtig absaugen

» Membran auf ein Stlick Frischhaltefolie legen, damit abdecken und eventuell eingeschlossene
L uftblasen vorsichtig herausstreichen

> umschlossene Membran in eine Expositionskassette legen und in der Dunkelkammer mit
Autoradiographiefilm abdecken

» die Expositionszeit wird je nach Stérke des Signals empirisch bestimmt (30 sec bis 15 min), da

mehrere aufeinanderfolgende Expositionen mdglich sind

Film 2-3 min in Kodak-Entwickler LX24 eintauchen

in Wasserbad gut abspiilen

3 minin Terental Superfix Fixiererlésung tauchen

Film grundlich wéssern und zum Trocknen aufhdngen
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D.5.3.2 Dot Blot

Diese Methode ist zum schnellen Nachweis von Antigenen in Proteinldsungen bzw. zur Uberprifung, ob
ein Antiserum Antikorper gegen ein spezifisches Antigen enthélt, geeignet. Sie ist besonders dann von
Nutzen, wenn es sich bei dem Antigen um ein kurzes Peptid handelt, denn dieses lief3e sich durch seine
geringe molekulare Masse in der SDS-DISKPAGE nur schwer darstellen.

» verschiedene Konzentrationen, z.B. von 10 bis 3000 ng eines Proteins oder Peptidsin jewells
gleichem Volumen an Puffer auf eine Nitrocellulose-Membran tropfen

» dleweiteren Schritte laufen in Anaogie zur immunologischen Detektion geblotteter Proteine beim
Western Blot (® D.5.3.1) ab

D.5.3.3 Sot Blot fur Calmodulin-Bindungstest

Der Sot Blot unterscheidet sich vom Dot Blot eigentlich nur in der Hinsicht, dass durch die Verwen-
dung einer Apparatur die Proteine einer Losung gleichmélliger und in vorgegebenen, begrenzten
Bereichen auf eine Nitrocellulose-Membran (ibertragen werden. Hierbei wird der ,Bio-Dot® SF
Microfiltration Apparatus® von Bio-Rad verwendet. Da ein Slot Blot in dieser Arbeit nur fir den
Nachweis der Bindung von V. faba Camodulin (VfCaM) an das Camodulin-bindende Protein
VfCaMBP1 Anwendung findet, wird an dieser Stelle auch die Vorgehensweise fur diesen Bindungstest
erlautert.

> jede Probe (Proteinldsung) im Eppendorfgeféld auf ein Endvolumen von 400 pl mit TBS auffillen

> ,Bio-Dot*-Apparatur gemal3 Herstellerangaben inklusive Filterpapiere und Nitrocellulose-Membran
zusammensetzen

»  Vakuum anlegen und Proben gemald Herstellerangaben auf die Membran tbertragen

76



METHODEN

» waschen mit TBS

> Membran aus der Apparatur nehmen und mit Ponceau-S-L osung solange anférben, bis die
Proteinbanden gut sichtbar sind (Uberprifung des Transfers)

» zwecks Dokumentation photographieren oder einscannen

» Protein-Streifen ausschneiden, damit nachfolgend mit einzelnen Streifen Bindungstest unter
unterschiedlichen Bedingungen durchgefiihrt werden kénnen (in 8-Kanal - Transferplatten)

> Nitrocellulose-Streifen mit TBS-Puffer unter mehrfachem Pufferwechsel entfarben - in den
folgenden Schritten bis zur Farbreaktion werden die einzelnen Streifen getrennt vonei nander
inkubiert. Der Ca?*-haltige Puffer besteht aus TBS mit 50 mM MgCl, und 0.5 mM CaCl,, der
EGTA-haltige aus TBS mit 2 mM EGTA.

> Blockierung unspezifischer Porteinbindestellen auf den Membranen durch 1 h Inkubation mit 5 %
(w/v) Magermilchpulver in jeweiligem Puffer

> 3 x 10 min waschen mit jeweiligem Puffer + 0.05 % (v/v) Tween-20

> 2hmit 2ml ViCaMBP1DN-L 6sung (0.3 pg/ml VfCaMBP1DN in jeweiligem Puffer + 0.3 % (w/v)
Magermilchpulver + 0.05 % (v /v) Tween-20) inkubieren - bei der Kontrolle, die mit einem
Uberschuss an VfCaM in der Losung inkubiert werden soll, wird zusitzlich 1.6 pg/ml VfCaM
zugegeben. Die ViCaMBP1DN-freie Kontrolle enthdlt dementsprechend kein VfCaMBPL1DN in der
I nkubationd 6sung

> 3 x 10 min waschen mit jeweiligem Puffer + 0.05 % (v/v) Tween-20

» Membranen 1¥5h mit aufgereinigten VfCaMBP1-Antikorpern, 1.6 pg/ml in 2 ml des jeweiligen

Puffers + 0.3 % (w/v) Magermilchpulver, inkubieren

3 x 10 min waschen mit jeweiligem Puffer + 0.05 % (v/v) Tween-20

Membranen 1¥h mit 3 ml Anti-Kaninchen IgG akalische Phosphatase Konjugat (Promega), 1:7500

Verdinnung in jeweiligem Puffer + 0.3 % (w/v) Magermilchpulver, inkubieren

3 x 10 min waschen mit jeweiligem Puffer + 0.05 % (v/v) Tween-20

ale Streifen 2 x 5 min in AP-Puffer + 0.5 mM CaCl, aquilibrieren

inje 2.5 ml Entwickler-L6sung + 0.5 mM CaCl, inkubieren bis die Banden sichtbar sind

Reaktion durch Inkubation der Membranen in Stoppuffer beenden

zwecks Dokumentation einscannen und Membranen bei -20 °C lagern
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D.5.4 Immunologischer Tissue-Print

Beim immunologischen Tissue-Print werden die auf enem Longitudinaschnitt durch ein
Wurzelkndllchen aus den angeschnittenen Zellen austretenden Proteine und andere 16diche Kompo-
nenten der Zelle auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Auf der Membran liegt somit dann ein
réumliches Abbild der Proteinverteilung dieses Gewebeschnitts vor. In Analogie zur immunologischen
Detektion geblotteter Proteine kdnnen bestimmte Proteine unter Einsatz spezifischer Antikorper auf der
Membran detektiert werden. Zur histologischen Charakteriserung wird der Gewebeschnitt mit
Lugol’scher Losung geférbt (Starkenachweis). Die photographische Dokumentation (® D.6) erfolgt
durch die Aufnahme von Schwarzweil3-Photos bzw. Diapostiven an einem Binokular des Typs
Olympus SZ 40-PT.

D.5.4.1 Proteintransfer durch Tissue-Print

> Wurzelkndllchen (moglichst mit zugehtrigem Wurzelanteil) mit gereinigter Rasierklinge in der
Mitte durch einen Langsschnitt teilen

» von der Kndllchenhdfte durch einen zweiten Langsschnitt eine Gewebescheibe von 100 um bis 500
pm Dicke abtrennen

» Gewebescheibe auf Filterpapier 3 MM legen und mit weiterem Filterpapier 3 MM leicht andriicken
(Entfernung Uberschiissiger FlUssigkeit)
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> Gewebeschnitt auf Nitrocellulosemembran transferieren und mit HybondO -Schutzfolie abdecken

» Proteine durch madigen Fingerdruck auf den abgedeckten Gewebeschnitt fir ca. 20 sec auf die
Membran transferieren

> Gewebeschnitt bis zur histologischen Charakterisierung in Eisessig/Ethanol (1:1) im Eppendorf-
geféld lagern

» Membran an der Luft trocknen

D.5.4.2 Immunologische Detektion transferierter Proteine

Nitrocellulosemembran in 12 ml-PE-Réhrchen tiberfihren

10 min mit 10 ml Waschpuffer A rollern (z.B. im Hybridisierungsofen)

90 min mit 5 ml Blockingpuffer rollern

2 ug Primérantikorper/ml bzw. eine adaguate Verdiinnung (1:1000 bis 1:5000) des Priméranti-
korpersin 5 ml Blockingpuffer ansetzen

1 h mit diesem Primérantikorper-Mix rollern

4 x 10 min mit Waschpuffer A rollern

1 h mit Anti-Kaninchen 1gG akalische Phosphatase Konjugat (Promega), 1:7500 Verdiinnung in 5
ml Blockingpuffer rollern

10 min mit 10 ml Waschpuffer A rollern

2 x 15 min mit 10 ml Waschpuffer B rollern

10 min mit 10 ml Waschpuffer A rollern

10 minin 10 ml AP-Puffer (® D.5.3.1) &quilibrieren

Membran in einer Petrischale mit 10 ml Entwickler-Lésung inkubieren bis die Signale deutlich
sichtbar sind

Reaktion durch Inkubation der Membran in Stoppuffer (® D.5.3.1) beenden

Membran an der Luft trocknen

>  photographische Dokumentation
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D.5.4.3 Histologische Charakterisierung des Gewebeschnitts

> denin Eisessig/Ethanol (1:1) gelagerten Gewebeschnitt Uber eine abfallende Ethanolreihe von 100
% (v/v) EtOH in 10 % Schritten in Millipore Uberfihren

» 30sechis2minin Lugol’scher Losung farben

> Gewebeschnitt in Millipore aufklaren

>  photographische Dokumentation

D.5.5 Immuncytochemie

Die Lokaiserung von Proteinen auf subzellulérer Ebene erfolgt mittels Transmissions-Elektronen-
mikroskopie (TEM). Bei der TEM miissen die zu untersuchenden Objekte sehr diinn und stabil sein, da
sie sonst vom Elektronenstrahl nicht durchdrungen wiirden und sie im Hochvakuum den energiereichen
Elektronen standhalten miissen. Biologische Materiaien mit ihrer Uberwiegend weichen Konsistenz und
einem Wassergehalt von tiber 90 % miissen daher chemisch fixiert, entwassert, in Kunststoff eingebettet
und ultradiinn geschnitten werden. Fir den immuncytochemischen Nachweis eines Makromolekls im
Dunnschnitt ist es ausschlaggebend, dass auch nach dieser Behandlung des Gewebes die gegen das
Molekdl gerichteten AntikOrper spezifisch an das Makromolekil binden. Eine wesentliche Rolle spielt
neben der strukturellen Erhatung der antigenen Stellen, dass die erkannten Epitope auch sterisch
zuganglich sind, das heif von den Antikdrpern erreicht werden kdnnen. Eine Ldsung dieses Problems
stellen unter anderem die polaren und wassermischbaren Einbettungsmedien auf der Basis von
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Acrylharzen dar. Harze auf Acrylgrundlage erlauben wegen ihrer auf3erordentlich geringen Viskositét,
die Infiltration des Gewebes bei niedrigen Temperaturen durchzufihren, was die Stabilitdt des
biologischen Materias erhthen soll. AufRerdem ertffnen sie die Mdglichkeit, auch die Polymerisation
der Proben bei tiefen Temperaturen durchzufiihren, weil die Polymerisation der Acrylmonomeren nicht
nur thermisch, sondern auch radikalisch durch Bestrahlung mit langwelligem ultravioletten Licht (UV)
ausgel 0st werden kann.

Die mikroskopische Lokalisation eines Antigen-Antikorper-Komplexes in der TEM erfolgt unter
Anwendung der Immunogold-Technik. Hierbel werden sekunddre AntikOrper verwendet, an die
kolloidales Gold gebunden ist. Kolloidale Goldpartikel lassen sich in definierter Grofee herstellen und
eignen sich aufgrund ihrer hohen Elektronendichte hervorragend as kontrastreiche Markierung fir die
Elektronenmikroskopie. Ein weiterer Vorteil von kolloidalem Gold als Markierung ist neben der hohen
erreichbaren Auflésung im EM die Moglichkeit, die gleiche Markierung fir die Detektion von Antigen-
Antikorper-Komplexen auf Semi-Dunnschnitten in der Lichtmikroskopie einzusetzen. Bei sehr dichter
Markierung ist die Goldférbung schon an der roten Farbe des Goldkolloids zu erkennen, in der Regel
muss sie jedoch durch einen photochemischen Entwicklungsschritt verstérkt werden. Dieser Silber-
verstérkung genannte Prozess beruht auf der katalytischen Abscheidung von metallischem Silber an der
Oberflache der Goldpartikel. Die Farbung ist kontrastreich braun bis schwarz, bleicht nicht aus und ist
lichtmikroskopisch im Hell- und Dunkelfeld sowie im Phasenkontrast darstellbar.

Die licht- und elektronenmikroskopischen Arbeiten wurden gemél Protokollen der Dissertation von D.
Kapp (1996) durchgefuhrt. Mit dem Verweis auf die dort zu findenden detaillierten Protokolle werden
diese immuncytochemischen Methoden hier nur in stark geklrzter Form dargestelit.

D.5.5.1 Einbettenin Acrylharz

> Wurzelkndllchen (moglichst mit zugehtrigem Wurzelanteil) mit gereinigter Rasierklinge in der
Mitte durch einen Langsschnitt teilen

» von der Kndllchenhdfte durch einen zweiten Langsschnitt eine Gewebescheibe von 100 um bis 500

pm Dicke abtrennen

Gewebescheiben fur 2 h bel 4 °C in Fixierldsung inkubieren

1 hin Waschpuffer waschen

in einer aufsteigenden Ethanolreihe (15 % bis 100 %) auf Eis entwéssern

Gewebescheiben einzeln bei 4 °C in LR-White Acrylharz einbetten

Polymerisation durch Bestrahlung mit UV-Licht G.N. bei 4 °C
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D.5.5.2 Ultra-Dinnschnitte und subzdlulére L okalisation am TEM

am Ultramikrotom mit einem Diamantmesser Ultra-Dinnschnitte (70-100 nm) machen

Schnitte auf Parlodion-befilmte, Kohle-bedampfte (Nickel)-Netzchen (300 Maschen) aufnehmen
bei 40°C im Trockenschrank fir mindestens 2 h trocknen

Netzchen mit Schnitten 15 min in Blockingpuffer | inkubieren (Blockieren freier Aldehydgruppen)
2 x 1 min mit Inkubationspuffer waschen

30 min in Blockingpuffer 11 inkubieren

16 h bei 4 °C mit Primérantikorper (z.B. 12 pg/4ml aufgereinigter Antikérper oder adédquate
Menge an Préimmunserum) in 40 pl Inkubationspuffer inkubieren

» 6 x5 min mit Inkubationspuffer waschen

YV V V V V V V
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YV V V V

2 h bei RT mit Immunogold-konjugiertem Anti-Kaninchen 1gG aus der Ziege (15 nm kolloidales
Gold bei VTENOD18 und VfNOD28/32, 12 nm bei VINOD32) 1:30 Verdinnung in 30 gl Inku-
bationspuffer inkubieren

4 x 5 min mit PBS + 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen

4 x 5 min mit sterilem Millipore waschen

20 minin 2 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS inkubieren (chemische Fixierung des gebundenen
kolloidden Gold)

2x 1 min mit PBS + 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen

3 x 1 min mit sterilem Millipore waschen

Doppelkontrastierung mit Uranylacetat und Reynold’ s Bleicitrat

Untersuchung und Dokumentation der Schnitte am Zeiss EM 109 Transmissions-Elektronen-
mikroskop bei einer Beschleunigungsspannung von 50 kV

D.5.5.3 Semi-Dinnschnitte und zdluléare Lokalisation am Lichtmikroskop

am Ultramikrotom mit einem Diamantmesser Semi-Dinnschnitte (1 pm) machen

Schnitte auf Gelatine-beschichtete SuperFrost-Plus Objekttréger Uberfiihren und antrocknen lassen
in diesem Stadium kann zur histologischen Charakterisierung eines Schnitts auch eine Farbung mit
alkalischer Toluidinblau O-L 6ésung durchgefiihrt werden

3 h mit Blockingpuffer 11 inkubieren (dieser und weitere Schritte erfolgen auf dem Schiittler)

12 h bei 4 °C mit Primérantikorper (z.B. 1.2 pg/ml aufgereinigter Antikdrper oder adéguate Menge
an Prammunserum) in 100 W Inkubationspuffer inkubieren

6 x 10 min mit PBS + 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen

2 h mit Immunogold-konjugiertem Anti-Kaninchen IgG aus der Ziege (1 nm kolloidales Gold) 1:100
Verdinnung in 75 Wl Inkubationspuffer inkubieren

4 x 10 min mit PBS + 0.05 % (v/v) Tween-20 waschen

Siberverstdrkung mit dem Kit R-Gent SE-EM nach Herstellerangaben durchftihren

Auswertung und photographische Dokumentation am Zeiss Axiophot Mikroskop

D.6 Photographische Dokumentation

Die histologische Untersuchung von Gewebeschnitten sowie die Auswertung der immunologischen
Tissue-Prints werden am Binokular (Olympus SZ 40-PT) vorgenommen. Die Dokumentation der
Ergebnisse erfolgt bel den Gewebeschnitten durch Diapositive und bei den Tissue-Prints mittels
Schwarzwei(3-Photos. Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchungen an longitudinalen Semi-
Dinnschnitten am Zeiss Axiophot werden ebenfalls auf Schwarzweil3-Negativfilmen dokumentiert. Die
Schwarzweil3-Negativfilme des Typs lIford PAN F (25 ASA) werden wie folgt entwickelt:

vV V V V V V VYV VYV V

Film in der Dunkelkammer bei volliger Dunkelheit auf eine Spule wickeln

in passender Photodose lichtdicht verschlief3en

Entwickler (Perceptol) 1:2 mit H,O (20 °C) verdiinnen

verdunnten Entwickler in die Photodose geben und diese 1 min kontinuierlich invertieren

14 min ale 30 sec 4-mal invertieren

Entwickler entsorgen und Photodose 1 min unter Invertieren mit H,O (20 °C) ausspllen

Fixierer (20 °C) in Photodose fulllen und 2-3 min alle 30 sec invertieren

Film so lange fixieren bis er klar ist

danach 10 min unter flieRendem H,O waschen, 2 min mit Mirasol (1:400 in H,O) spllen und an der
Luft trocknen lassen
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D.7 Computeranalysen

D.7.1 Auswahl von Oligonukleotiden

Geeignete Primer fur die PCR-Reaktionen (® D.3.3.1) wurden mit Hilfe des Programms Oligo V4.0
(Rychlik und Rhoads, 1989) ausgewahit.

D.7.2 Analysevon DNA-Sequenzen

Nukleinsaure-Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm CLUSTALW V1.8 (Thompson et al.,
1994) durchgeftihrt und mit BOXSHADE V3.2 graphisch aufgearbeitet. Sequenzvergleiche mit der
aktuellen GenBank Datenbank erfolgten mit Hilfe der BLASTN, BLASTX (Altschul et al., 1990) und
PSI-BLAST (Altschul et al., 1997) Algorithmen. Fir das Ergtellen von Plasmid- und Restriktions-
karten, die Simulation von Klonierungsschritten und die Ubersetzung von Nukleinsiuresequenzen in
Aminosduresequenzen waren Programmteile des Clone Manager V5.03 (Scientific and Educationa
Software) hilfreich.

D.7.3 Analyse von Aminosiur esequenzen

Analysen zur theoretischen molekularen Masse und zur Antigenitét von Proteinen sowie Darstellungen
von Proteinabschnitten als Helikales Rad erfolgten mit Programmteilen von ANTHEPROT V4.6
(Geourjon und Deleage, 1995). Das Programm PROSITE-Profile (Gribskov et al., 1987) wurde zur
Suche von spezifischen Mustern in Aminoséuresequenzen wie z.B. Mustern fur potentielle
Phosphorylierungsstellen  oder  Kernlokalisationssequenzen  genutzt. Die  Vorhersage  der
Sekundérstruktur von Proteinen auf Basis von multiplen Alignments erfolgte mit dem Jpred2 Programm
(Cuff et al., 1998). Berechnungen und Anaysen sowie Darstellungen von tertidren Proteinstrukturen
wurden mit Hilfe der Programme SWISS-MODEL V3.5 und Swiss-PdbViewer V3.7 durchgefihrt
(Guex und Peitsch, 1997).
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E. ERGEBNISSE

Die in dieser Arbeit fir die untersuchten Symbiose-relevanten Transkripte der Ackerbohne auf
Proteinebene erzielten Ergebnisse werden im Folgenden vorgestellt. Hierbei wird zunachst auf
die Knollchen-spezifisch exprimierten Noduline VFTENOD18, VfNOD28/32 und VINOD32
eingegangen. Im Anschluss werden die Ergebnisse zu dem Mykorrhiza-/Kndllchen-spezifischen
Transkript VfLb29 und dem Mykorrhiza-amplifiziert exprimierten Transkript VfCaMBP1
prasentiert.

E.1 DasNodulin VIENOD18

Die bisherigen intensiven Studien zum frihen Nodulin VFENOD18 auf genomischer Ebene und
auf Transkript-Ebene (siehe B.4.1) hatten keine Hinweise auf die Funktion dieses Nodulins
erbracht. Daher war bereits im Rahmen mener Diplomarbeit durch die Gewinnung
polyklonaler Antikorper unter Einsatz von rekombinantem VfENOD18-Protein die Voraus-
setzung fUr eine Lokalisation und Funktionsanalyse dieses Nodulins geschaffen worden.

E.1.1 Nebenaktivitdten des VIENOD18-Antiserums erforderten seine Aufreini-
gung an rekombinantem M BP-VfENOD18 Fusionsprotein

Erste Versuche, VIENOD18 auf subzelluldrer Ebene mittels Elektronenmikroskopie unter
Einsatz des VIENOD18-Antiserums auf Ultra-Dinnschnitten von Vicia faba Wurzelkndllchen
zu lokalisieren (U. Kahmann,Universitét Bielefeld), waren nicht auswertbar, da auch das as
Kontrolle eingesetzte Prammunserum zu Goldmarkierungen auf den Proben fuhrte. Dieses
legte die Vermutung nahe, dass &hnliche, auf den mit VfENOD18-Antiserum inkubierten
Proben auftretende Signale nicht von der Detektion des VIENOD18-Antigens herrihrten. In
den im Rahmen meiner Diplomarbeit durchgefihrten Western Blots unter Einsatz des
VfENOD18-Antiserums in Knollchenextrakten der Ackerbohne wurde lediglich ein Protein mit
einer molekularen Masse von ca. 18 kD detektiert. Daher war es wahrscheinlich, dass das
VTENOD18-Antiserum auf den Ultra-Dinnschnitten auf3er dem VFENOD18-Protein auch
andere Strukturen erkannte, die sich einer Detektion im Western Blot entzogen.

Eine Affinitats-Chromatographie sorgte fur die Abtrennung der gegen VIENOD18 gerichteten
Antikorper vom Ubrigen Serum. Hierzu wurde das rekombinante Fusionsprotein MBP-
VfENOD18 (Becker, 1996) in Escherichia coli exprimiert und an Amylose-Harz aufgereinigt.
Bel der nachfolgenden Immobilisierung des Fusionsproteins an Cyanogenbromid-aktivierter
Sepharose 4B banden von den eingesetzten 3.7 mg des Fusionsproteins 2.9 mg an die aktivier-
te Matrix. Bel der affinitdts-chromatographischen Aufreinigung des VTENOD18-Antiserums an
dieser MBP-VFENOD18-Matrix konnte eine VfENOD18-spezifische 1gG-Fraktion eluiert
werden, deren Proteinmenge ca. 1.5 % der eingesetzten Menge an 1gG entsprach. Dieser
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Prozentsatz entspricht durchaus dem Wert, den man als Anteil an spezifischen Antikorpern in
einem polyklonaden Antisserum ewarten darf. Die erhatenen aufgereingten VFENOD18-
Antikorper wurden im Folgenden in alen Western Blots und Lokalisierungen eingesetzt.

E.1.2 VIENOD18-Antikorper detektieren immunoreaktive Proteine in Knollchen-
extrakten verschiedener Leguminosen mit indeter minierten Knéllchen, aber
auch in nicht-symbiontischen Geweben von Glycine max und in Geweben
von Arabidopsis thaliana und Zea mays

Um die Verbreitung potentieller VIENOD18-homologer Proteine in anderen Leguminosen als
der Ackerbohne zu untersuchen, wurden die VIENOD18-Antikérper in Western Blots mit Ge-
samtproteinextrakten aus Kndllchen, sterilen Wurzeln, Sprossen und Bléttern verschiedener
Leguminosen mit indeterminierten und determinierten Knollchen eingesetzt. In Gesamt-
proteinextrakten aus V. faba Geweben wurde ein Protein von 18 kD, was der erwarteten
molekularen Masse von VFENOD18 entspricht, ausschliefdlich im Knollchenextrakt nach-
gewiesen (Abbildungen E.1 und E.2).

indeterminierte Knéllchen: B caesalpiniond und crotalanoid
B lupin
determinierte Kndllchen: BN desmodioid

Abbildung E.1: Immunologische Detektion VfENOD18-immunoreaktiver Proteine in Kndllchenextrakten
verschiedener Leguminosen.

Je 10 pg Kndllchen-Gesamtproteinextrakt von Leguminosen mit Kndllchen von indeterminierter (caesal-
pinioider, crotalarioider und lupiner) und determinierter (desmodioider) Form wurden in Western Blots mit
VENOD18-Antikérpern eingesetzt. Die jeweilige Leguminosenart ist Uber den Gelspuren angegeben. Die
Position des immunoreaktiven 18 kD-Proteinsim V. faba Kndllchenextrakt ist angezeigt.

Aulerdem zeigten die Untersuchungen ein Kndllchen-spezifisches Vorkommen VIENOD18-
immunoreaktiver Proteine fir alle getesteten Leguminosen, die indeterminierte Kndllchen mit
langgezogener (caesalpinioider) oder facherartiger (crotalarioider) Form bilden (Corby, 1988),
(Abbildung E.1). Die getesteten Leguminosen mit diesem Expressionsmuster gehdren zu den
Triben Vicieae, Trifolieae und Hedysareae (letzterer nur Onobrychis viciifolia), (Sanderson
und Wojciechowski, 1996). Die detektierten Proteine waren von ghnlicher molekularer Masse
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wie VFENOD18, wohingegen die Intensitdt der Signale unterschiedlich war, obwohl gleich-
wertige Proteinmengen geladen worden waren (Abbildung E.1). Diese Unterschiede kénnen
sowohl durch niedrigere Expressionsraten als auch durch Abweichungen in der Aminoséure-
sequenz der detektierten Proteine erklart werden.

Western Blots mit Gewebe-Extrakten von Leguminosen, die Kndllchen mit grof3er, runder
(desmodioider) Form bilden oder von Lupinus mit ihrer indeterminierten, aber einzigartigen
lupinoiden Knéllchenform, erbrachten andere Ergebnisse. In Extrakten von Lotus bertolotii,
Phaseolus coccineus, Lupinus polyphyllus und Lupinus angustifolius konnten mit den
VTENOD18-Antikorpern keine immunoreaktiven Proteine detektiert werden (Kndllchen-
extrakte siehe Abbildung E.1), wohingegen in Glycine max ein VFENOD18-immunoreaktives
Protein mit einer molekularen Masse von etwa 20 kD in Extrakten der Wurzel, der Blétter und
des Sprosses, aber nicht in Kndllchenextrakten nachgewiesen wurde (Abbildung E.2).

as
0¥ .
o e I =
M LY -
& g QP R
I faba | - =18 kD
(1. max = M) kD
A, thaliona — - - |3LkD
L. merys -— =11kD

Abbildung E.2: Vergleich der immunologischen Detektion VfENOD18-immunoreaktiver Proteine in Gewebe-
Extrakten von Leguminosen und Nicht-L eguminosen.

Je 10 g des jeweiligen Gewebe-Extrakts der Leguminosen Vicia faba und Glycine max und der Nicht-
Leguminosen Arabidopsis thaliana und Zea mays wurden in Western Blots mit VfENOD18-Antikdrpern
eingesetzt. Das getestete Gewebe ist Uber den Gelspuren angegeben. Die anhand der Laufstrecke in der SDS-
DISKPAGE errechnete theoretische molekulare Masse der jeweiligen detektierten Proteine ist angegeben.

Die ldentifikation stark homologer hypothetischer Proteine, abgeleitet von ESTs aus
Arabidopsis thaliana und Zea mays (Hohnjec et al., 2000), warf die Frage auf, ob Proteine
vom Typ ENOD18 in Gewebe-Extrakten dieser Nicht-Leguminosen detektiert werden konnen.
In Western Blots mit Gesamtproteinextrakten aus A. thaliana Geweben wurden immuno-
reaktive Proteine mit einer molekularen Masse von etwa 13 kD in der Wurzel, dem Spross und
den Bléttern nachgewiesen. In Gewebe-Extrakten der Monokotyledone Z. mays jedoch konnte
ein Protein mit einer molekularen Masse von ca. 11 kD ausschliefdich in den Bléttern gezeigt
werden (Abbildung E.2).
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E.1.3 Mittes Immunogoldmarkierung wurde das Nodulin VFENOD18 im Cyto-
plasma infizierter Zellen der Stickstoff fixierenden Zone von Ackerbohnen-
kndllchen lokalisiert

Unter Verwendung der aufgereinigten Antikdrper wurde VTENOD18 lichtmikroskopisch in
longitudinalen Semi-Dunnschnitten von Ackerbohnenknélichen lokalisiert. Nach Immuno-
goldmarkierung und Silberverstérkung zeigten ausschlielich die Zellen der Stickstoff
fixierenden Zone 11l (Vasse et al., 1990) eine hohe Markierungsdichte (Abbildung E.3a). Die
Kontrolle mit Praimmunserum hingegen zeigte keine Signale (Abbildung E.3Db).

Abbildung E.3: Lichtmikroskopische Lokalisation von VFENOD18 in V. faba Kndllchen.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen silberverstérkte Immunogoldmarkierungen auf longitudinalen
Semi-Dunnschnitten von Ackerbohnenkndllchen. Die Schnitte wurden mit VFENOD18-Antikdrpern (a) oder
Préimmunserum (b) inkubiert. Zum Vergleich sind in (¢) die histologischen Strukturen des verwendeten
Knollchens durch eine Férbung mit Toluidinblau O hervorgehoben (siehe auch Abbildung B.2). Der Balken
entspricht 400 pm.

Mittels Elektronenmikroskopie von immunogol dmarkierten longitudinalen Ultra-DUnnschnitten
war es moglich, VIENOD18 auf subzelluldrer Ebene zu lokalisieren. Kolloidale Goldpartikel
wurden hierbel im Cytoplasma infizierter Zellen der Stickstoff fixierenden Zone Il
nachgewiesen (Abbildung E.4a). Gelegentlich im Cytosol der angeschnittenen Bakteroide
vorkommende Goldpartikel sind vermutlich als unspezifischer Hintergrund anzusehen, da eine
solche unspezifische Bindung von 1gGs im Cytosol von Bakteroiden auch von anderen Studien
her bekannt ist (Fedorova et al., 1999). Alle anderen Gewebe der untersuchten Kndllchen, wie
auch die angeschnittenen Wurzelgewebe zeigten in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
lichtmikroskopischen Untersuchungen keine signifikanten Markierungen durch Goldpartikel.
Die Kontrolle mit Prammunserum war in alen Geweben frei von sgnifikanten
Immunogol dmarkierungen (Abbildung E.4b).
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Abbildung E.4: Elektronenmikroskopische Lokalisation von VFTENOD18 in V. faba Kndllchen.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen Immunogoldmarkierungen auf longitudinalen Ultra-
Dunnschnitten von Ackerbohnenkndllichen. (a) VIENOD18-spezifische Antikorper detektieren VIENOD18 im
Cytoplasma infizierter Zellen der Stickstoff fixierenden Zone I11. (b) Mit Préimmunserum inkubierte Schnitte
weisen keine Immunogoldmarkierungen auf. Der Balken entspricht 200 nm. Abkurzungen: C, Cytoplasma; B,
Bakteroid.

E.1.4 Die VIENOD18-Sequenz ist homolog zu den abgeleiteten Aminosiure-
sequenzen verschiedener pflanzlicher ESTs und zum ATP-bindenden
Protein Mj0577 aus Methanococcus jannaschii

In Homologievergleichen mit aktuellen Datenbanken zeigte die abgeleitete VIENOD18-
Aminosauresequenz starke Homologien zu den abgeleiteten Aminosduresequenzen mehrerer
»expressed sequence tags' (ESTs) sowohl aus Dikotyledonen, wie zum Beispiel A. thaliana,
als auch aus Monokotyledonen, wie zum Beispiel Z. mays. Eine Auflistung einer Auswahl
dieser ESTs zusammen mit einigen Zusatzdaten, wie zum Beispiel theoretischen molekularen
Massen der abgeleiteten Proteine und Ursprungsgewebe der cDNA-Sequenzen, gibt Tabelle
E.5. Es sollte beachtet werden, dass in fast allen hier aufgelisteten Pflanzenarten mehr als ein
VTENOD18-homologes Transkript identifiziert wurde, was darauf hinweist, dass die korres-
pondierenden Gene Mitglieder von Genfamilien sind.

Das Nodulin VFENOD18 zeigt auch signifikante Homologien zu einer Rethe von bakteriellen
Proteinen, unter anderem zu Mitgliedern der als ,,Mj0577 Superfamilie® bezeichneten Protein-
familie (Zarembinski et al., 1998). Die genaue biologische Funktion dieser bakteriellen, wie
auch der pflanzlichen abgeleiteten VFENOD18-homologen Proteinsequenzen ist bisher unbe-
kannt.
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Latein. Name | Trivialname | Genbank-Nr. |Ursprungder cDNA |[AS kD

Arabidopsis | Ackerschmal | i 149446 | Gesamtgewebe 160 |178

thaliana -wand

Zeamays  |Mas zm Tigzes |MembranfreePoly- .0 1474
somen des Endosperms

Lycopersicon | 1., 1-ve Le AI773178 |Blétter 154©  [17.30

esculentum

Gossypium | g mwolle Gh_Al731011 |unreife Baumwollfaser (159 |17.5WY

hirsutum

Glycinemax |Sojabohne |Gm_AI900735 |2-3 wochige Samlinge | 164 18.4

Medicago || one  |Mt AB88842 |Wurzelkndlichen 1650 |18.1 ¥

truncatula

Tabelle E.5: Eine Auswahl pflanzlicher ESTs mit Homologien zu VFENOD18.

Eine Auflistung einiger ESTs, deren abgeleitete Aminosauresequenzen Homologien zur VFENOD18-
Aminosduresequenz aufweisen, ist mit zusdtzlichen Daten, zum Beispiel zum Ursprungsgewebe der cDNAS,
gezeigt. Abkirzungen: (u) Unvollstédndige Aminosduresequenzen, die somit theoretisch auch eine héhere mole-
kulare Masse haben sollten; (k) bei der Ableitung der Aminosduresequenz des Klons Mt_AJ388842 wurden
zwei offensichtliche Leserasterverschiebungen korrigiert.

Die kurzlich aufgeklarte Rontgen-Kristallstruktur des fur die ,Mj0577 Superfamilie
namensgebenden Methanococcus jannaschii Proteins Mj0577 gab jedoch einen ersten Hin-
weis. Das as Homodimer kristalliserte Mj0577-Protein hat pro Monomer ein Molekil ATP
gebunden (Zarembinski et al., 1998). Der multiple Sequenzvergleich in Abbildung E.6 zeigt,
dass die meisten an der Bindung von ATP und der Dimerisierung von Mj0577 beteiligten
Aminosaurereste in VIENOD18 und seinen pflanzlichen homologen Proteinen konserviert sind.
Aminosaurereste, diein der ,Mj0577 Superfamilie® konserviert sind und im Mj0577-Protein an
der ATP-Bindung und der Dimerisierung beteiligt sind, sind umrahmt.

Es muss betont werden, dass nicht nur die blofRen Aminosduresequenzen in diesen an der ATP-
Bindung beteiligten Abschnitten der Mj0577-Sequenz ein hohes Mal3 an Homologie mit den
pflanzlichen Sequenzen aufweisen, sondern dass auch die Vorhersage der Sekundarstruktur fir
VfENOD18 und seine pflanzlichen Homologe, wie sie das Jored2 Programm auf Basis des
multiplen Sequenzvergleichs berechnen kann, in weiten Bereichen mit der fur das Mj0577-
Protein von seiner Kristallstruktur abgeleiteten Sekundarstruktur tbereinstimmt (Abbildung
E.6).

Eine phylogenetische Klassifizierung von hypothetischen Proteinen, deren Kodierbereiche in
vollstandig sequenzierten Genomen identifiziert wurden (Tatusov et al., 2000; Tatusov et al.,
1997), fuhrte zur Klassifizierung von Mj0577 as Mitglied des COG 0589 (cluster of ortho-
logous groups of proteins 0589), der das ,universal stress protein UspA* und verwandte Nu-
kleotid-bindende Proteine umfasst. VIENOD18 zeigt Homologien zu einigen eubakteriellen
und Archaea-Proteinen, die zum COG 0589 gezéhlt werden, aber mit der stérksten Homologie
zum M. janaschii Protein Mj0577.
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Abbildung E.6: Multipler Sequenzvergleich der abgeleiteten VFENOD18-Aminosduresequenz mit der Sequenz
des Methanococcus jannaschii Proteins Mj0577 und den abgel eiteten Aminosauresegquenzen von sechs pflanz-
lichen ESTs.

Der multiple Sequenzvergleich der VFENOD18-Aminosduresequenz mit den abgeleiteten Aminosiure-
sequenzen von sechs pflanzlichen ESTs und der Sequenz des M. jannaschii Proteins Mj0577 wurde mittels
CLUSTALW gefolgt von BOXSHADE erstellt. VFENOD18-Aminosdurereste, die in wenigstens 50 % der
Sequenzen konserviert sind, sind invers dargestellt (schwarz: identische Aminosauren; grau: konservative
Austausche). Umrahmte Bereiche markieren in der ,Mj0577 Superfamilie” konservierte Aminosdurereste, die
im MjO577-Protein an der Bindung an ATP und an der Dimerisierung beteiligt sind (A: Adenin; R: Ribose, P
Phosphat; D: Dimerisierung). Die Werte am Ende des Segquenzvergleichs geben den Prozentsatz an identischen
bzw. dhnlichen (in Klammern) Aminosduren der jeweiligen Sequenz im direkten Vergleich zur VIENOD18-
Sequenz an. Uber der VFENOD18-Sequenz ist die Vorhersage der Sekundarstruktur gezeigt, wie sie das Jpred2
Programm auf Basis des multiplen Alignments errechnet hat. Im Vergleich dazu ist unter der Mj0577-Sequenz
die durch die Rontgenstrukturanalyse aufgeklarte Sekundérstruktur dieses Proteins angegeben (E: 3-Strang; H:
a-Helix; x: unzureichende Daten). Pfeile markieren die DNA-Bindestellen der Primer ENOD18-A und
ENOD18-B, die fur die genomischen PCR-Experimente verwandt wurden (siehe E.1.6). Abkirzungen: (Mt)
Medicago truncatula; (Gm) Glycine max; (At) Arabidopsis thaliana; (Le) Lycopersicon esculentum; (Gh)
Gossypium hirsutum; (Zm) Zea mays.

88



ERGEBNISSE

x IMIH-A IMJIH-B .

Abbildung E.7: Ribbon-Graphiken fir die Tertidrstruktur des Mj0577-Homodimers und die errechnete
Modellstruktur des VFENOD18-Proteins.

Dargestellt sind sogenannte Ribbon-Graphiken, wie sie auf der Basis der Réntgenstrukturdaten fir das Protein
Mj0577 errechnet werden konnen. Die fir das VFENOD18-Protein durch Uberlagerung auf die Mj0577-
Struktur errechnete Modellstruktur ist in gleicher Weise gezeigt. Bild (a) zeigt das Mj0577-Homodimer mit
seinen zwei gebundenen Molekilen ATP. Die Dimer-Schnittstelle sowie die N- und C-Termini der Monomere
IMJH-A und IMJH-B sind angegeben. Sterne markieren jeweils Beginn und Ende einer Schleife im Protein,
fur den die Elektronendichte unzureichend fur eine Berechnung war (AS 49 bis 65 - vergleiche Alignment
E.6). Fir das ATP2-Molekil sind wesentliche Wasserstoffbriickenbindungen mit den dazugehdrigen
Aminosdureresten vereinfacht eingezeichnet. Dieser Bereich ist in (b) nebst Bezeichnung der Aminosdurereste
vergrofRert dargestellt. In (¢) sind das Monomer IMJH-A und das VFENOD18-Maodell jeweils mit einem
gebundenen Molekll ATP gezeigt. Abkirzungen: COOH, C-Terminus; NH,, N-Terminus, D; Dimerisierungs-
Schnittstelle.

Farbcode Struktur: orange, a-Helix; blau, b-Strang; grin, unregelmalBige Bereiche; gelb, ATP; grin-
gestrichelt, Wasserstoffbriickenbindungen.

Farbcode Atome: pink, Kohlenstoff; blau, Stickstoff; orange, Phosphor; rot, Sauerstoff.
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In der Kristallstruktur bildet jedes MjO577-Monomer ein offen-verdrehtes, finf-strangiges
paraleles b-Faltblatt mit zwei a-Helices an jeder Seite des Faltblattes aus (Zarembinski et al.,
1998). Darlber hinaus wurden im Kristall Uber antiparallele Wasserstoffbriickenbindungen der
hochkonservierten Aminosduren 153 bis 158 Homodimere gebildet. Auf Basis der Ront-
genstrukturdaten fur Mj0577 (PDB-Code: 1IMJH) und des Alignments von VIENOD18 und
Mj0577 konnte mit Hilfe des SWISS-MODEL Programms ein Vorschlag fur die Tertiar-
struktur des VFENOD18-Proteins berechnet werden. Die Abbildungen E.7a-c veranschaulichen
die Tertiérstruktur des Mj0577-Homodimers mit den zwei gebundenen Molekilen ATP und
die abgeleitete VIENOD18-Modellstruktur, wie sie durch die Uberlagerung der VFENOD18-
Aminosauresequenz auf die Mj0577-Struktur vorhergesagt wurde. Der Vergleich der
Tertiarstrukturen zeigt, dass die fur VIENOD18 berechnete Struktur fast identisch ist mit der
des Mj0577-Proteins.

E.1.5 DasNodulin VIENOD18 ist eéin ATP-bindendes Protein

Da die in Mj0577 an der Bindung von ATP beteiligten Aminosaurereste in VIENOD18 und
seinen homologen Proteinen zum Grofdeil konserviert waren und die VFIENOD18-Modéll-
struktur grolRe Ahnlichkeit mit der MjO577-Tertiarstruktur aufwies, lag die Vermutung nahe,
dass es sich bei VIENOD18 ebenfals um ein ATP-bindendes Protein handelt. Um diese
Hypothese zu Uberprifen, wurden ATP-Bindestudien unter Einsatz des Biotin-Photoaffinitéts-
Anaogons 8-Azidoadenosin 5'-triphosphat-biotin  (8NsATP[g]biotin) durchgefuhrt. Hierzu
musste zunéchst das Fusionsprotein MBP-VTENOD18 (Becker, 1996) in E. coli exprimiert
werden, an Amylose-Harz affinitéts-chromatographisch aufgereinigt und mittels Faktor Xa
Verdau in MBP und rekombinantes VIENOD18-Protein gespalten werden. Daraufhin wurde
8N:ATP[glbiotin mit den Produkten der Spaltung inkubiert, gefolgt von der Aktivierung der
Azid-Gruppe des ATP-Analogons durch Bestrahlung mit UV-Licht, so dass bei erfolgter
Bindung des Analogons an VFENOD18 eine kovalente Verknipfung mit dem Protein erfolgen
konnte. Eine Analyse des Protein-ATP-Gemisches mittels Western Blot mit Detektion durch
an Streptavidin gekoppelte Meerrettich-Peroxidase in Verbindung mit einer Chemolumines-
zenz-Reaktion zeigte, dass das biotinylierte ATP an das rekombinante VFENOD18 gebunden
worden war (Abbildung E.8, Spur 1). Dass es sich bei der signagebenden Bande um das
rekombinante VFENOD18 handelte, wurde durch eine erneute Inkubation der Blotting-
Membran mit VfENOD18-Antikorpern bestétigt (Daten nicht gezeigt). In einem Ver-
drangungsexperiment zum Nachweis der Spezifitdt der Bindung wurde zusétzlich 100-fach
nicht markiertes ATP zu den Ansédtzen gegeben. Hierbei wurde das Signa auf Hintergrund-
stérke reduziert (Abbildung E.8, Spur 2). Bel der Kontrolle ohne Zugabe von markiertem oder
unmarkiertem ATP zu dem Proteingemisch ergibt sich im Western Blot kein Signa (Abbildung
E.8, Spur 3).
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Abbildung E.8: Western Blot Analyse von rekombinantem VfENOD18 nach der Bindung des ATP-Analogons
8N3ATP[dgbiatin.

Rekombinantes VFENOD18 wurde mit dem ATP-Analogon 8N;ATP[glbiotin inkubiert, einer Bestrahlung mit
UV-Licht ausgesetzt und mittels Western Blot analysiert (Spur 1). Im Verdrangungsexperiment mit einem
100-fachen Uberschuss an unmarkiertem ATP ist das Signal auf Hintergrundstérke reduziert (Spur 2). Die
Kontrolle ohne ATP zeigt kein Signal (Spur 3).

Identische Experimente wurden mit 8N3;GTP[g]biotin als Photoprobe durchgefihrt. Die
detektierten Signale waren jedoch nicht stéarker als der Hintergrund im Verdréngungs-
experiment (Daten nicht gezeigt), was darauf schlief3en 18sst, dass rekombinantes VIENOD18
GTP nicht spezifisch binden kann.

Die nachgewiesene ATP-Bindefghigkeit von rekombinantem VIENOD18 zog die Frage nach
sich, ob VFENOD18 das gebundene ATP auch hydrolysieren kann. Durch Hydrolyse frei-
gesetztes anorganisches Phosphat kann mittels eines colorimetrischen Nachweisverfahrens bis
in den nanomolaren Bereich detektiert werden. Es wurden sowohl Uber Affinitéts-Chromato-
graphie und nachfolgende Gelfiltration aufgereinigtes Fusionsprotein MBP-VFENOD18 as
auch dessen Spaltprodukte MBP und VFENOD18 mit ATP inkubiert. Weder verschiedene
Temperaturen (22 °C, 30 °C und 37 °C), noch die Zugabe verschiedener divalenter Kationen
(Mg®, Mn®* und Ca"), die eine wichtige Rolle als Kofaktoren spielen, resultierten in einer
nennenswerten ATPase-Aktivitdt des Fusionsproteins oder des rekombinanten VFENOD18
(Daten nicht gezeiqt).

E.1.6 Die mutmaldlich an der ATP-Bindung von VFENOD18 beteiligten C-termi-
nalen Sequenzmotive sind in homologen Proteinen von Lens culinaris, Vicia
hirsuta, Vicia sativa und Vicia villosa konserviert

Die Detektion von VFENOD18-immunoreaktiven Proteinen in Leguminosen mit indeter-
minierten Knollchen warf die Frage auf, in welchem Ausmal3 die korrespondierenden Gene in
diesen Leguminosen homolog zum VfENOD18-Gen sind. Hierbel waren insbesondere die
Kodierbereiche fur die C-terminalen Abschnitte der jeweiligen Genprodukte von Interesse, die
fur den Grofdell der potentiellen ATP-Bindestelle kodieren sollten. Deshalb wurden PCR-
Experimente mit genomischer DNA verschiedener Leguminosen durchgefiihrt, die Kndllchen
von indeterminierter oder determinierter Form bilden. Die hierbei getesteten Arten waren mit
den im Western Blot untersuchten identisch (siehe E.2). Fir die PCR-Experimente wurden die
degenerativen Primer ENOD18-A und ENOD18-B verwendet, die in DNA-Bereichen binden
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sollten, die fur die in Abbildung E.6 mit Pfellen markierte VFENOD 18-Aminosiuresequenz
kodieren. Das mdgliche Amplifikationsprodukt enthélt das letzte Intron des VTENOD18-Gens
(Hohnjec et al., 2000; Genbank AJ277286). Die PCR-Reaktionen und die Klonierung der
Produkte in Sequenziervektoren wurden von L. Moreira (Universitét Bielefeld) durchgefihrt,
die Sequenzierungen der Inserts durch das IIT (Institut fir Innovationstransfer, Universitét
Biclefeld). Auf diese Weise konnten neben der bereits bekannten VENOD18-Sequenz
genomische Sequenzen von Lens culinaris, Vicia hirsuta, Vicia sativa und Vicia villosa
amplifiziert werden. Obwohl diese im direkten Vergleich zum VfENOD18-Gen signifikante
Unterschiede in der Nukleotidsequenz und der Lange des letzten Introns zeigten (Daten nicht
gezeigt), war die Position des Introns konserviert und die abgeleiteten Aminosauresequenzen
waren fast vollsténdig identisch mit der VFENOD18-Aminosauresequenz (Abbildung E.9).
Einzige Ausnahmen bildeten eine konservative Substitution in der V. hirsuta Sequenz und ein
Austausch in der V. sativa Sequenz.

Vf ENOD18 107

Lc37 1
Vh49 1
Vs3 1
W10 1

Abbildung E.9: Multipler Sequenzvergleich des C-terminalen Bereichs der VfENOD18-Aminosiuresequenz
mit den abgeleiteten Aminosduresequenzen von vier von unterschiedlichen Leguminosen isolierten
genomischen Sequenzen.

Der multiple Sequenzvergleich der VfENOD18-Aminosduresequenz mit den abgeleiteten Aminoséaure-
seguenzen von vier genomischen Sequenzen wurde mittels CLUSTALW (Thompson et al., 1994) gefolgt von
BOXSHADE erstellt. VFENOD18-Aminosdurereste, die in wenigstens 50 % der Sequenzen konserviert sind,
sind invers dargestellt (schwarz: identische Aminosduren; grau: konservative Austausche). Umrahmte Bereiche
markieren in der ,,Mj0577 Superfamilie” konservierte Aminosdurereste, die im Mj0577-Protein an der Bindung
an ATP beteiligt sind (R: Ribose, P: Phosphat). Abkirzungen: (Lc) Lens culinaris; (Vh) Vicia hirsuta;
(Vs) Vicia sativa; (Vv) Vicia villosa.
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E.2 Diemodularen Noduline VINOD28/32

Fur die modularen Noduline VINOD28/32, die eine potentielle N-terminale Signal sequenz
aufweisen, wurde eine Funktion als Bindemolekil fur lonen, bakterielle Signalmolekile oder
Metaboliten des Kndllchenstoffwechsels im Lumen des Peribakteroidraums postuliert (siehe
B.4.2). Die Expression der grofdten Isoform der modularen Noduline als Fusionsprotein in
E. coli sowie die Gewinnung eines Antiserums gegen die modularen Noduline dienten in dieser
Arbeit als Grundlage zur Uberprifung dieser Hypothese durch Lokalisations- und
Funktionsstudien.

E.2.1 Expression des Fusionsproteins His-VfNOD32a in E. coli und Aufreinigung
des Fusionsproteins zur Gewinnung polyklonaler Antikor per

Die zundchst verfolgte Strategie zur Gewinnung VINOD32a-spezifischer polyklonaler
Antikorper basierte auf der Immunisierung von Kaninchen mit einem in E. coli exprimierten
His-VfNOD32a Fusionsprotein. Dazu wurde die um die fir das potentielle VINOD32a-
Signalpeptid kodierende Sequenz verkirzte VINOD32a-Sequenz aus dem bereits vorhandenen
Expressionsplasmid pJB-Q32a (Becker 1996), ein Derivat des Expressionsvektors pQE-9, in
den Expressionsvektor pWH844 (Schirmer et al., 1997) umkloniert. Dies konnte tber die in
beiden Vektoren vorhandenen singuldren BamHI- und Hindll1-Schnittstellen erfolgen, da es
sich bel dem Vektor pWHB844 ebenfalls um ein Derivat des Expressionsvektors pQE-9 handelt,
in den zusdtzlich ein lacl Gen kloniert worden ist, um eine maximale Repression des
Promotors zu erreichen. Das neu entstandene Expressionskonstrukt, das fur ein Fusionsprotein
aus His-Tag und VINOD32a-Aminosauresequenz ohne potentielles Signalpeptid kodiert (His-
VfNOD32a - Abbildung E.10b), wurde mit pJB-W32a bezeichnet und in den E. coli Stamm
W3110 transformiert. Die Plasmidkarte zu pJB-W32aist in Abbildung E.10a dargestelit.

Der Stamm E. coli W3110 x pJB-W32a sollte also bei Induktion mit IPTG das 295 Amino-
sduren grofe Fusionsprotein His-VfNOD32a mit einer theoretischen molekularen Masse von
33.5 kD exprimieren. In Abbildung E.11 sind die Expresson und nachfolgende Aufreini-
gungsschritte das Fusionsproteins zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung E.10: Plasmidkarte des Expressionsplasmids pJB-W32a und schematische Darstellung des Fusions-
proteins His-VfNOD32a.

Die Plasmidkarte (a) zeigt das Expressionplasmid pJB-W32a, das unter anderem eine fir ein Histidin-
Hexapeptid (His-Tag) kodierende Sequenz ,,in frame" mit einer VINOD32a-Sequenz tragt, die fur das Nodulin
VfNOD32a ohne potentielles Signalpeptid kodiert. Die singuléren Schnittstellen sind angegeben und die bei
der Klonierung verwendeten Schnittstellen durch Fettdruck hervorgehoben. In Abbildung E.10b ist das kodierte
Fusionsprotein His-'VfNOD32a schematisch dargestellt. Farbcode: rot, His-Tag; pastellblau, N-terminales
Sequenzmodul ohne potentielle Signalsequenz; blau, repetitives Sequenzmodul Typ 1; hellblau, repetitives
Sequenzmodul Typ 2; dunkelblau, C-terminales Sequenzmodul. Abkirzungen: amp, Ampicillin-Resistenzgen;
lacl 9, Lac-Repressorgen; *, ungefahre PlasmidgroRe, da die direkt an das lacl -Gen angrenzenden Sequenz-
bereiche nicht sequenziert wurden.
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Abbildung E.11: Zusammenfassende analytische SDS-DISKPAGE der Expression und Aufreinigung des
Fusionsproteins His-VfNOD32a und seiner verkirzten Form VINOD32a* .

Die Abbildung zeigt eine Coomassie-geférbte anaytische SDS-DISKPAGE (12.5 %) von E. coli Gesamtzell-
extrakten vor und nach der Induktion des Expressionsstamms E. coli W3110 x pJB-W32a und von Protein-
proben der aufeinander folgenden Schritte der Aufreinigung des Fusionsproteins His-VfNOD32a und seiner
verkirzten Form VINOD32a*.

Spur M: Dalton Marker V1I-L

Spur 1: E. coli W3110 x pJB-W32a Gesamtzellextrakt vor der Induktion

Spur 2:  E. coli W3110 x pJB-W32a Gesamtzellextrakt nach der Induktion

Spur 3:  Uberstand nach Zellaufschluf und Ultrazentrifugation

Spur 4: His'VfNOD32a, VINOD32a* und Verunreinigungen nach der
Affinitéts-Chromatographie an Ni-NTA Harz

Spur 5 His'VfNOD32a, VNOD32a* und Verunreinigungen nach der Gelfitration

Spur 6;: HisVfNOD32a und VFNOD32a* nach der praparativen SDS-DISKPAGE

Wie aus den Spuren 2 und 3 der SDS-DISKPAGE zu ersehen ist, wurde das Fusionsprotein
His-VfNOD32a nicht ausreichend stark exprimiert, um im Vergleich zum E. coli Gesamtzell-
extrakt vor der Induktion (Spur 1) zu deutlich sichtbaren zusétzlichen Banden in diesen Spuren
zu fuhren. Eine Affinitdts-Chromatographie an Ni-NTA Harz fuhrte dann aber zu einer
deutlichen Anreicherung von zwel Proteinen, die auf einer Hohe bandierten, die einer
abgeleiteten molekularen Masse der Proteine von etwa 60 und 47 kD entsprach (Spur 4). Die
Diskrepanz zwischen der theoretischen molekularen Masse des Fusionsproteins von 33.5 kD
und den hier abgeleiteten theoretischen molekularen Massen war nicht Uberraschend, sondern
glich dem anormalen SDS-DISKPAGE Laufverhalten eines bereits wéhrend meiner Diplom-
arbeit exprimierten Fusionsproteins aus Maltosebindeprotein und VINOD32a-Protein ohne
Signapeptid (Becker, 1996). Auch die unregelméllige Form der oberen der beiden prominen-
ten Banden war aus diesen friheren Expressionsversuchen bereits bekannt. Es lag die
Vermutung nahe, dass es sich bel der unteren prominenten Bande um ein Abbauprodukt des
Fusionsproteins His-VfNOD32a handelte. Interessanterweise wurden bel der nachfolgenden
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Gelfiltration mit Sephacryl S200 HR beide Banden gemeinsam eluiert (Spur 5). Sie bildeten
also offensichtlich Di- bzw. Multimere. Der Zeitpunkt ihrer Elution entsprach dabei einer
abgeleiteten theoretischen molekularen Masse von ca. 90 kD. Dieser Berechnung hat alerdings
nur fir Proteine Glltigkeit, die in ihrer nativen Form als globulére Proteine vorliegen, was hier
nicht der Fall sein musste. Sowohl die Affinitéts-Chromatographie als auch die Gdfiltration
hatten bereits zu einer deutlichen Abnahme verunreinigender Proteine gefihrt. Den letzten
Schritt der Aufreinigung bildete eine préparative SDS-DISKPAGE, die in etwa 1mg
aufgereingtem Protein resultierte. Eine Abtrennung des Proteins mit der vermeintlich
geringeren molekularen Masse hétte erhebliche experimentelle Probleme verursacht und
sicherlich zu einer wesentlichen Verringerung der Ausbeute geftihrt. Mittels eines Western
Blots, durchgefihrt von V.-A. Pham im Rahmen ihrer Diplomarbeit (Pham, 1999), unter
Einsatz eines Antikorpers, der spezifisch gegen His-Tags gerichtet ist, konnte nachgewiesen
werden, dass es sich bei dem Protein, das die obere 60 kD-Bande bildet, um ein Protein mit
His-Tag handelte (Abbildung E.12a&b).

d ML M2 ] b MI M2 ]
kD [N kD
. g

85—

66— |
—His-VENOD32a s | — His-VINOD32a

45=5 =V{NOD32a* 0.3 =
e

33.5 —
20— R
4= - 285 =
20 = | — 180 = sm

Abbildung E.12: Western Blot unter Einsatz eines gegen His-Tags gerichteten Antikorpers.

Zum Nachweis des Fusionsproteins His-VfNOD32a wurde ein Western Blot unter Einsatz eines gegen His-
Tags gerichteten Antikorpers durchgefihrt. In (@) sind die transferierten Proteine auf der
Nitrocellulosemembran mittels Ponceau-Farbung transient sichtbar gemacht und die Mol ekulargewichtsgréfizen
fur den Marker M2 angegeben. In (b) ist der entwickelte Blot gezeigt und die Molekulargewichtsgréfien fir den
Marker M1 angegeben.

Spur M1: Prestained Marker
Spur M2: Dalton Marker VII-L
Spur 1. 14 pg His-VfNOD32a und VfNOD32a*

Gleichzeitig lief dieses Ergebnis vermuten, dass es sich bei dem tiefer bandierenden Protein um
ein N-terminal verkirztes Fusionsprotein (VfNOD32a*) handelte, dem zumindest die Histidine
des His-Tags fehlten. Aufkl&rung brachte hier eine N-terminale Ansequenzierung der Proteine
der beiden Banden (Dr. Jaeger, Universitdt Bochum). Die Aminoséuresequenz, die sich fir das
Protein der oberen Bande ergab, entsprach der fir das Fusionsprotein His-VfNOD32a
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erwarteten Sequenz (Aminosauren 1 bis 15). Bei dem tiefer bandierenden Protein handelte es
sich tatséchlich um ein Produkt proteolytischer Degradation des Fusionsproteins, denn die
Ansequenzierung erbrachte eine Sequenz, die den Aminosduren 30 bis 44 des Fusionsproteins
entsprach (Abbildung E.13). Die Aminosauresequenz dieses verkirzten Fusionsproteins
(VINOD32a*) begann mit der letzten Aminoséure des N-terminalen Sequenzmoduls. Es hatte
somit eine theoretische molekulare Masse von 30.3 kD.

MRGSHHHHHHGSPGL

His-VINOD32a ININEDED DD EDEDTED T D D D D D
VENOD32a* I D B DD

YGEALDEQKGLDY VN

Abbildung E.13: Schematische Darstellung des Fusionsproteins His-VfNOD32a und des verklrzten Fusions-
proteins VINOD32a*.

Das Fusionsprotein His-VfENOD32a und das verkirzte Fusionsprotein VFINOD32a* sind schematisch gezeigt.
Die bei der N-terminalen Ansequenzierung der Proteine erhaltenen Aminosduresequenzen sind Uber bzw. unter
dem jeweiligen Schema angegeben. Farbcode: rot, His-Tag; pastellblau, N-terminales Sequenzmodul ohne
potentielle Signalsequenz; blau, repetitives Sequenzmodul Typ 1; hellblau, repetitives Sequenzmodul Typ 2;
dunkelblau, C-terminales Sequenzmodul.

600 pg dieser Proteine wurden eingesetzt, um zwei Kaninchen zu immunisieren (Eurogentec,
Belgien). Die erhaltenen polyklonalen Antiseren zeigten nur eine schwache Reaktion mit dem
Antigen. Dartiber hinaus kam es zu einer Detektion von Proteinen in E. coli Extrakten, sowie
in Extrakten von Rhizobium leguminosarum (Daten nicht gezeigt). Daher wurde ein Tell der
Antiseren einer Aufreinigung unterzogen. Hierzu wurde tber Affinitéts-Chromatographie und
Gefiltration aufgereinigtes His-VfNOD32a und VINOD32a* an Cyanogenbromid-aktivierter
Sepharose 4B immobilisiert und nachfolgend versucht, VINOD32a-spezifische Antikorper an
dieser Matrix aufzureinigen. Die erhatenen Antikorper fuhrten zwar zu einer deutlichen Ver-
starkung der Signale in Western Blots sowohl mit Extrakten des Produzenten-Stammes E. coli
W3110 x pJB-W32a als auch von V. faba Knollchenextrakten, aber es kam auch weiterhin zu
deutlichen Signalen in Western Blots mit Extrakten des Nicht-Produzenten E. coli W3110 x
pWH844 und mit Extrakten von R. leguminosarum (Daten nicht gezeigt). Auch eine 1gG-
Falung der Antiseren mit nachfolgender préparativer isoelektrischer Fokussierung (MBBL,
Bielefeld) fuhrte zu keiner besseren Aufreinigung der VINOD32a-Antiseren. Die unspe-
zifischen Signale und/oder Kreuzreaktionen der VINOD32a-Antikorper mit E. coli- und
R. leguminosarum-Proteinen machten sie fur einen spezifischen Nachweis von VINOD32a
unbrauchbar. Eine Peptid-lmmunisierung stellte aber einen geeigneten Ausweg zur Gewinnung
VINOD32a-spezifischer Antikorper dar.

97



ERGEBNISSE

E.2.2 VINOD32a-E15 Antikorper detektieren Proteine in Knollchenextrakten von
Vicia faba und Vicia sativa

Um die Gefahr von Kreuzreaktionen der Antikorper und/oder unspezifischer Antikorper durch
eventuelle Verunreinigungen in der zur Immunisierung eingesetzten Proteinfraktion zu mini-
mieren, wurde eine Peptid-Immunisierung in Auftrag gegeben (BioScience, Gottingen). Es
wurde eine 18 Aminosduren lange Peptidsequenz ausgewahlt, die den Aminosauren 237 bis
254 der VINOD32a-Aminosauresequenz entsprach, da diese laut Computeranalyse eine hohe
Antigenitdt aufweisen sollte. Dieser Sequenzabschnitt liegt im letzten repetitiven Sequenz-
modul (Typ 1) der VINOD32a-Aminosauresequenz (Abbildung E.14) und wird auf
Nukleotidebene vom Exon 15 der VINOD28/32-Sequenz kodiert. Daher wurden die gewon-
nenen Antikorper als VINOD32a-E15 Antikorper bezeichnet.

DEKFDDOKGIDSMETPKS

vinoD32: D EDED T IDED DT D D D D D

Abbildung E.14: Schematische Darstellung des VINOD32a-Proteins mit der Sequenz des zur Immunisierung
eingesetzten Peptids.

Anhand der schematischen Darstellung des VNOD32a-Proteins sind Lage und Aminosduresequenz des zur
Immunisierung eingesetzten Peptids gezeigt. Farbcode: pastellblau, N-terminales Sequenzmodul; blau, repetiti-
ves Sequenzmodul Typ 1; hellblau, repetitives Sequenzmodul Typ 2; dunkelblau, C-terminales Sequenzmodul.

In einem Dot Blot Versuch unter Verwendung der beiden VINOD32a-E15 Antiseren wurden
sowohl das reine VINOD32a-E15 Peptid as auch das aufgereinigte His-VfNOD32a Fusions-
protein von beiden Antiseren detektiert (Daten nicht gezeigt). Schon ein Test der Préimmun-
seren der beiden zur Immunisierung eingesetzten Kaninchen hatte allerdings gezeigt, dass sie
Antikorper enthielten, die im Western Blot Proteine sowohl aus E. coli- als auch aus
R. leguminosarum-Extrakten erkannten. Eine Aufreinigung der erhaltenen VINOD32aE15
Antiseren war daher unumganglich. Um das Antigen in moéglichst reiner Form immobilisiert
vorliegen zu haben, wurde im Gegensatz zum vorherigen Aufreinigungsversuch die Methode
der Aufreinigung an Blot-Streifen gewahlt. Hierbei wurde Uber Affinitdts-Chromatographie
und Gefiltration aufgereinigtes His-VINOD32a und VINOD32a* in einer SDS-DISKPAGE im
préparativen Malistab aufgetrennt und dann auf Nitrocellulose geblottet. Nach transienter
Ponceau-Farbung wurden die beiden prominenten Banden, die die Proteine His-VINOD32a
und VINOD32a* reprasentierten, herausgeschnittem und zur Aufreinigung VINOD32a-E15-
spezifischer Antikorper genutzt. In diesem Zusammenhang muss beachtet werden, dass die
Aminosauresequenz des zur Immunisierung eingesetzten Peptids nicht nur in der abgeleiteten
Amniosduresequenz der  VINOD32a-Isoform auftritt, sondern auch in den Isoformen
VINOD28, VINOD30b und VFNOD31 (Kuster et al., 1996). Es war daher theoretisch zu
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erwarten, dass die aufgereinigten Antikorper im Western Blot auch diese Isoformen
detektieren konnen.

Ein erster Western Blot mit einem V. faba Knollchenextrakt und einem R. leguminosarum
Extrakt unter Einsatz der aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikérper erbrachte zwei Ergeb-
nisse (Abbildung E.15).

- Abbildung E.15: Western Blot mit V. faba Knéllchen- und R. legumi-
M l = nosarum-Extrakten unter Einsatz der aufgereinigten VINOD32a-E15

kD Antikorper.

Dieser erste Western Blot unter Einsatz der aufgereinigten

VINOD32a-E15 Antikorper zeigt den Erfolg der Antikorper-

Aufreinigung.

Spur M: Prestained Marker
Spur 1: 15 pg V. faba Knélllchen-Gesamtproteinextrakt
B2 = h Spur 2: 25 I R. leguminosarum Gesamtzellextrakt

Zum einen wurde durch das Fehlen von Signalen in Spur 2
gezeigt, dass durch die Aufreinigung jene 1gG-Fraktionen
abgetrennt werden konnten, die gegen Antigene in
R. leguminosarum Gesamtzellextrakten gerichtet waren.
38 4m Zum anderen wurden im Gesamtproteinextrakt von V. faba
Knollchen gleich mehrere Proteine detektiert, die in der
— SDS-DISKPAGE eng beieinander bandierten (Spur 1). Ob
es sich dabei um mehrere verschiedene Isoformen der modularen Noduline handelte oder nur
um beispielsweise die Isoform VINOD32a mit und ohne Signalpeptid (oberste Bande und
prominente Bande darunter) und kleinere Degradationsprodukte dieser 1soform, lief3 sich aus
diesem Western Blot alerdings nicht ableiten. Die vom Laufverhalten des Markers ableitbaren
scheinbaren molekuren Massen der detektierten Proteine wirden zu Fehlinterpretationen
fuhren, wie anhand der Marker des in Abbildung E.16 dargestellten Western Blots zu ersehen
ist. Durch diesen ersten Western Blot unter Verwendung der aufgereinigten VINOD32a-E15
Antikorper wurde aber deutlich, dass diese Antikorper zur Detektion der modularen Noduline
geeignet waren.

In einem zweiten Western Blot sollte das Vorkommen des VINOD32a-Proteins bzw. der
modularen Noduline VINOD28/32 in Proteinextrakten verschiedener Gewebe der Ackerbohne
und das Vorkommen VINOD28/32-homologer Proteine in Extrakten von V. sativa Kndllchen
Uberpriift werden (Abbildung E.16). Wie schon im vorhergehenden Blot traten deutliche
Signale in der mit V. faba Kndllchen-Gesamtproteinextrakt beladenen Spur 1 auf. Die Anzahl
der hierbel deutlich sichtbaren Banden war auf zwei Banden beschrankt. Beim Vergleich der
beiden Markerspuren zeigte sich eine deutliche Diskrepanz in den abgeleiteten Molekular-
gewichtsgrofien. Dieses ist darauf zurtick zu fihren, dass der vorgeféarbte Marker (Spur M1)
nur eine sehr ungenaue GroRenangabe liefert und mehr der Uberprifung der SDS-DISKPAGE
und des Transfers auf die Nitrocellulosemembran dient, als einer Bestimmung des Molekular-
gewichts eventuell detektierter Antigene. Eine deutlich bessere Abschétzung lasst der Dalton

402 =
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Abbildung E.16: Western Blot mit verschiedenen V. faba Gewebeextrakten und einem V. sativa Knéllchen-
extrakt unter Einsatz der aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikorper.

Proteinextrakte von Knéllchen, sterilen Wurzeln, Bléttern, Sprossen und Samen der Ackerbohne und V. sativa
Kndllchen wurden im Western Blot mit VINOD32a-E15 Antikdrpern getestet. Links sind die Molekular-
gewichtsgrofien des Markers M1 angegeben, rechts die des genaueren Markers M2, wie sie nach dem Protein-
transfer auf die Nitrocellulosemembran durch transiente Ponceau-Farbung sichtbar gemacht wurden.

Spur M1: Prestained Marker

Spur 1. 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von Knéllchen

Spur 2. 30 pg V. sativa Gesamtproteinextrakt von Kndllchen
Spur 3: 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von sterilen Wurzeln
Spur 4: 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von Bléttern

Spur 5: 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt vom Spross

Spur 6: 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von Samen

Spur M2: Dalton Marker V1I-L

Marker zu (Spur M2), dessen Proteine alerdings nur direkt nach dem Transfer vorubergehend
sichtbar gemacht werden konnen. Wird dieser Marker also zu Grunde gelegt, bandierte die
obere, prominente der beiden Banden auf einer Hohe, die einer molekularen Masse von etwa
56 kD entsprach. Dem steht eine theoretische molekulare Masse des VINOD32a-Nodulins von
32 kD gegenuber. Berticksichtigt man aber, dass das Fusionsprotein His-VfNOD32a mit einer
theoretischen molekularen Masse von 33.5 kD bei etwa 60 kD bandierte, so wird klar, dass
beim anormalen Laufverhalten der beiden Proteine in der SDS-DISKPAGE das Verhdtnis der
Abweichung gewahrt bliebe. Die untere der beiden Banden bandierte auf einer Hohe, die einer
abgeleiteten molekularen Masse von etwa 46 kD entsprach. Es konnte sich dabei um eine
kleinere Isoform der modularen Noduline handeln, obwohl beispielsweise das VINOD28-
Protein bei Wahrung des Grolenverhdtnisses der Abweichung bel etwa 49 kD bandieren
sollte. Eine andere Méglichkelt ist, dass es sich um ein spezifisches Abbauprodukt des Proteins
handelte, das in der oberen Bande detektiert wurde.In allen anderen Geweben der Ackerbohne,
die getestet wurden (sterile Wurzeln, Blétter, Spross und Samen), konnten keine Antigene
detektiert werden (Spuren 3-6). Im Knollchen-Gesamtproteinextrakt von V. sativa jedoch
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detektierten die VINOD32a-E15 Antikorper ein Protein mit einer abgeleiteten molekularen
Masse von ca. 65 kD. Direkt Uber dieser Bande war eine weitere schwache Bande zu
erkennen, wie es auch schon fur den V. faba Knollchen-Gesamtproteinextrakt im ersten Blot
der Fall gewesen war (Abbildung E.15). Es handelte sich bel den detektierten Antigenen
wahrscheinlich um VNOD28/32-homologe Proteine in Knéllchen von V. sativa.

Um der Frage nachzugehen, ob sich VINOD28/32-immunoreaktive Proteine auch in
Kndllchen-Gesamtproteinextrakten weiterer Leguminosen nachweisen lassen, wurden auch
Gesamtproteinextrakte aus Kndllchen von M. truncatula, M. sativa und P. coccineus im
Western Blot unter Einsatz der aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikorper getestet (Daten
nicht gezeigt). Mit den Antikérpern wurden jedoch in keinem dieser Extrakte Proteine
detektiert.

Eine weitere Frage war, ob einzelne Knollchen ener Ackerbohnenpflanze untereinander
Unterschiede im Expressionsmuster der modularen Noduline zeigten. Daher wurden im
Gegensatz zur standardméldigen Proteinextraktion aus Kndllchen, bei der mehrere Kndllchen
zusammen verarbeitet wurden, von einer V. faba Pflanze 5 Proteinextrakte aus jeweils einem
Knollchen gewonnen und im Western Blot getestet (Abbildung E.17a&b).

a b )
M l 2 3 4 5 M l 2 3 - 5
l,
kD kD
113= 3
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Abbildung E.17: Western Blot mit Proteinextrakten einzelner Kndllchen einer V. faba Pflanze unter Einsatz
der aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikorper.
Von einer V. faba Pflanze wurden von 5 einzelnen Knollchen Proteinextrakte gewonnen und im Western Blot
unter Verwendung der aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikorper getestet. In (@) sind die transferierten
Proteine auf der Nitrocellulosemembran mittels Ponceau-Férbung transient sichtbar gemacht, in (b) ist der
entwickelte Blot gezeigt.

Spur M: Prestained Marker

Spur 1. 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von Knéllchen 1

Spur 2. 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von Knéllchen 2

Spur 3: 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von Knéllchen 3

Spur 4: 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von Knéllchen 4

Spur 5: 20 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von Knéllchen 5
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Im Bandenmuster der Spuren 2 bis 5 des Blots lief3en sich nur geringe Unterschiede feststellen.
Die obere Bande war fast immer gleich intensiv, lediglich die untere Bande schwankte in ihrer
Intensitét. Der Vergleich mit den durch Ponceau-Farbung transient angeférbten Proteinen
zeigt, dass der Proteinextrakt des Kndllchens 5 (Spur 5) eine geringere Konzentration als
angenommen hatte. Hierdurch lief3e sich die schwéachere Intensitét der detektierten Bande(n) in
dieser Spur erklaren. Uberraschend war das Ergebnis des Proteinextraktes von Knollchen 1
(Spur 1). Obwohl die Ponceau-Farbung auf eine annéhernd so grol3e geladene Proteinmenge
wie in Spur 5 schlief}en lasst, sind nur zwei sehr schwache Banden zu erkennen. Offensichtlich
war in diesem Knollchen die Expression der modularen Noduline sehr stark reprimiert.

E.2.3 Die subzdlulére Lokaliserung von VINOD32a zeigt |mmunogoldmarkie-
rungen im Cytoplasma, dem Peribakteroidraum und den Bakteroiden
infizierter Zellen

Um VINOD32a bzw. die modularen Noduline VINOD28/32 auf subzellulérer Ebene zu lokal-
sieren, wurden longitudinale Ultra-Dinnschnitte von V. faba Wurzelknéllchen mit aufgereini-
gten VINOD32a-E15 Antikorpern inkubiert und gebundene Antikorper tUber Gold-markierte
sekundére Antikorper detektiert.

[

Abbildung E.18: Elektronenmikroskopische Lokalisation von VINOD32ain V. faba Kndllchen.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen Immunogoldmarkierungen auf longitudinalen Ultra-Dinn-
schnitten von Ackerbohnenkndllchen. VINOD32a-E15 Antikorper detektieren Antigene im Cytoplasma, dem
Peribakteroidraum und den Bakteroiden infizierter Zellen der Stickstoff fixierenden Zone I11. Die Balken ent-
sprechen 100 nm. Abklrzungen: C, Cytoplasma; P, Peribakteroidraum; B, Bakteroid.
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Bel der nachfolgenden Untersuchung im Elektronenmikroskop wurden kolloidale Goldpartikel
im Cytoplasma, dem Peribakteroidraum und den Bakteroiden der infizierten Zellen der
Stickstoff fixierenden Zone 111 gefunden (Abbildung E.18). Alle anderen Gewebe der un-
tersuchten Kndllchen wie auch die angeschnittenen Wurzelgewebe zeigten keine signifikanten
Markierungen durch Goldpartikel. Eine Kontrolle mit dem Prammunserum konnte auf Grund
der bekannten Probleme durch die Detektion von Antigenen in Gesamtzellextrakten von E. coli
und R. leguminosarum nicht gemacht werden.

E.2.4 VfNOD32a kann Ca?*-lonen binden

Auf Grund der stark negativen Gesamtnettoladung der modularen Noduline bei pH 7.0 von
-17.43 bis -20.42 und ihres modularen Aufbaus hatten Kuster et al. (1996) im Vergleich mit
dem Ca™*-bindenden, modularen Protein ARP (,acid repeat protein*) aus Euglena gracilis
(Gumpel und Smith, 1992) postuliert, dass die modularen Noduline der Ackerbohne als lonen-
bindende Proteine fungieren kdnnten.

Daher wurden die beiden Uber Affinitéts-Chromatographie, Gelfiltration und praparative SDS-
DISKPAGE aufgereinigten rekombinanten Proteine His-VfNOD32a und VINOD32a* nach
Western Blot und Renaturierung in einem Bindungstest mit radioaktivem *Ca” inkubiert. Das
Ergebnis dieses Versuchs, der von L. Moreira (Universitét Bielefeld) durchgefihrt wurde, ist in
Abbildung E.19 gezeigt.

Abbildung E.19: Autoradiogram des “*Ca’*-Bindungstests mit His-
VfNOD32a und VINOD32a*.

Aufgereingtes rekombinantes His-VfNOD32a und VfNOD32a*
wurden nach Western Blot und Renaturierung einem “*Ca’*-Bindungs-
test unterzogen. Die Position der beiden Proteine im Autoradiogram ist

W |=His-VINOD32a markiert.
W |- VINOD32a*

Sowohl das Fusionsprotein HissVfNOD32a als auch sein
Degradationsprodukt VINOD32a* konnten “°Ca’™ binden.
Problematisch war in diesem Zusammenhang die Fahigkeit
des His-Tags, zweiwertige lonen zu binden. Eine klare
Aussage ware somit bei Verwendung des Fusionsproteins
HisVINOD32a dlein nicht moglich gewesen. Durch das
Fehlen des His- Tags am VINOD32a*-Protein und das auch
bei diesem Protein auftretende Signal im Autoradiogram
wurde aber deutlich, dass nicht nur der HisTag *Ca-
lonen binden kann, sondern auch das VINOD32a-Protein
alein.
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E.3 DasNodulin VINOD32

S. C. Frosch (Universitét Bielefeld) befasste sich im Rahmen seiner Doktorarbeit mit dem
VINOD32-Gen und seinem Genprodukt (siehe B.4.3). Ein gegen VINOD32 gerichtetes Anti-
serum wurde dabei durch die Immunisierung von Kaninchen mit aufgereingtem His-VfNOD32
Fusionsprotein gewonnen. Die Lokalisationsstudien in dieser Arbeit wurden mit dem Ziel
durchgefhrt, neue Hinweise auf die Funktion dieses Nodulins zu erhalten.

E.3.1 Aufgereinigte VINOD32-Antikor per detektieren VINOD32 im Cytoplasma
von Zdlen der Interzone I1-111 und der Stickstoff fixierenden Zone |11 von
Vicia faba Knollchen

Fur immunhistochemische Arbeiten erwies sich die Spezifitét des VINOD32-Antiserums als
nicht ausreichend. Daher wurde ene affinitdts-chromatographische Aufreinigung des
Antiserums an immoblisertem HisVINOD32 Fusionsprotein durchgefihrt. Dazu wurde
aufgereinigtes His'VfNOD32 (bereitgestellt von S. C. Frosch) an Cyanogenbromid-aktivierte
Sepharose 4B gebunden. Aus der Aufreinigung des VINOD32-Antiserums an dieser Matrix
resultierten VINOD32-spezifische Antikorper, die zur Lokalisation von VINOD32 auf zellu-
larer und subzelluldrer Ebene eingesetzt werden konnten.

S. C. Frosch hatte in Western Blots mit Gesamtproteinextrakten aus Knollchen verschiedener
V. faba Pflanzen gezeigt, dass das VINOD32-Gen nur in etwa jeder funften Pflanze der
untersuchten Ackerbohnen-Population exprimiert wurde (Frosch et al., 2001). Unbedingte
Voraussetzung fur eine erfolgreiche Lokalisation war somit die Identifikation VINOD32-
exprimierender Pflanzen im Western Blot. In Abbildung E.20 ist ein solcher Western Blot
exemplarisch gezeigt. Signale traten in den Extrakten der Spuren 7 und 11 der zwolf getesteten
Extrakte auf. Die beiden korrespondierenden Pflanzen waren also VINOD32-Produzenten. Die
zusétzliche, etwas tiefer liegende Bande in den beiden Spuren war vermutlich auf eine
spezifische Proteolyse der VINOD32-Proteine zurlickzufiihren (Frosch et al., 2001). Als
interne Kontrolle, dass fehlende VINOD32-Signale nicht auf zu geringe Konzentrationen der in
der SDS-DISKPAGE geladenen Proteine oder eine unsachgemél3e Handhabung der
Proteinextrakte zurtickzufiihren waren, wurde der Blot gleichzeitig mit den aufgereinigten
VTENOD18-spezifischen Antikorpern inkubiert. Die 18 kD-Bande des detektierten
VTENOD18 war in alen Spuren gleichermal3en sichtbar.

Mit Wurzelkndllchen der als VINOD32-Produzenten identifizierten Pflanzen wurden immu-
nologische Tissue-Prints unter Verwendung der aufgereinigten VINOD32-Antikorper durch-
gefuhrt. Hierbei wurden die Knéllchen longitudinal in Scheiben geschnitten und die auf der
Schnittfléche austretenden Proteine durch Druck auf eine Nitrocellulose-Membran auf diese
transferiert. Die nachfolgenden Schritte der Inkubation mit den Antikérpern und der Detektion
gleichen denen eines Western Blots. Zur besseren Identifikation der verschiedenen Zonen des
Kndllchens wurde der jeweilige Gewebeschnitt einer Stérkeférbung unterzogen.
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Abbildung E.20: Western Blot mit Kndllchenextrakten verschiedener V. faba Pflanzen unter Einsatz der
aufgereinigten VINOD32- und VFENOD18-Antikorper.
Es wurden Western Blots mit Gesamtproteinextrakten von Kndllchen unterschiedlicher V. faba Pflanzen unter
gleichzeitiger Verwendung aufgereinigter VINOD32- und VfENOD18-spezifischer Antikorper durchgefihrt.
Die Positionen der immunoreaktiven Proteine im V. faba Kndllchenextrakt, die den erwarteten Grofen fur
VfNOD32 und VFENOD18 entsprechen, sind angezeigt.

Spur M:  Prestained Marker
Spur 1-12:  Je 10 g Kndllchen-Gesamtproteinextrakt
von einzelnen V. faba Pflanzen

In Abbildung E.21a&b ist eéin immunologischer Tissue-Print und der dazugehdrige Stéarke-
nachweis gezeigt. Im angefarbten Gewebeschnitt (Abbildung E.21b) fehlte eine charak-
teristische Anférbung der Stérkekorner der Interzone IlI-111, was allerdings ein recht haufig
auftretendes Phdnomen bel  Ackerbohnenkndlichen ist (U. Albus, Universitét Bielefeld,
personliche Mitteilung). Dennoch waren im zentralen Kndllchengewebe die gelb-bréunlich
angeférbten infizierten Zellen der Interzone I1-111 und der Stickstoff fixierenden Zone I11 gut zu
erkennen. Im dazugehtrigen VINOD32 Tissue-Print (Abbildung E.21a) wurden die
VTNOD32-Antigene im zentralen Kndllchengewebe und dort in der Stickstoff fixierenden Zone
1l und moglicherweise schon in der Interzone II-111 detektiert. In entsprechenden
immunologischen Tissue-Prints unter Verwendung von Knéllchen, die von VfNOD32-
Nichtproduzenten stammten, die aso im Western Blot kein Signa gezeigt hatten, wurden
keine VINOD32-Antigene detektiert (Daten nicht gezeigt).

Diese Lokalisation von VINOD32-Proteinen in V. faba Wurzelkndlichen steht in weitest-
gehender Ubereingtimmung mit der bereits iber Tissue-Print Hybridisierungen bekannten
Lokalisation der VINOD32-Transkripte in der Préfixierungszone Il, der Interzone I1-111 und
der Stickstoff fixierenden Zone I11 von Ackerbohnenkndllchen (Perlick et al., 1996a), wie sie
exemplarisch in Abbildung E.22a& b gezeigt ist.
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Abbildung E.21: Lokalisation von VfNOD32-Proteinen in V. faba Kndllchen mittels immunologischem
Tissue-Print.

In (a) ist die immunologische Detektion von VNOD32-Proteinen mittels eines immuologischen Tissue-Prints
longitudinaler Schnitte von Ackerbohnenkndlichen unter Verwendung der aufgereinigten VfNOD32-
Antikorper gezeigt. Abbildung (b) zeigt die Anfarbung zwecks Stérkenachweis im dazugehdrigen
Gewebeschnitt. Der Balken entspricht 400 pum.

Abbildung E.22: Lokalisation von VfNOD32-Transkripten in V. faba Kndllchen mittels Tissue-Print Hybridi-
sierung.

In (a) ist die Detektion von VFNOD32-Transkripten mittels Tissue-Print Hybridisierung von longitudinalen
Schnitten von Ackerbohnenkndllchen unter Verwendung einer VFNOD32-Antisense Riboprobe gezeigt. Abbil-
dung (b) zeigt die Anférbung zwecks Stérkenachweis im dazugehdrigen Gewebeschnitt. Der Balken entspricht
400 pm. (Aus:. Perlick et al., 1996a)
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In diesem Fall lésst sich die Interzone 11-111 im zentralen Knollchengewebe auf dem ange-
farbten Gewebeschnitt gut erkennen (Abbildung E.22b). Eine vergleichbare Lokalisation des
VINOD32-Proteins in der Prafixierungszone lasst sich aus dem immunologischen Tissue-Print
allerdings nicht ableiten.

Unter Verwendung der aufgereinigten VINOD32-Antikorper war es auch moglich, mittels
Elektronenmikroskopie von immunogoldmarkierten longitudinalen Ultra-Dinnschnitten
VINOD32 auf subzelluldrer Ebene zu lokalisieren. Eine dichte Markierung mit kolloidalen
Goldpartikeln wurde hierbel im Cytoplasma von infizierten und nicht infizierten Zellen der
Stickstoff fixierenden Zone I11 nachgewiesen (Abbildung E.23).

nz.

Abbildung E.23: Elektronenmikroskopische Lokalisation von VINOD32 in V. faba Kndllchen.

Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt |mmunogoldmarkierungen auf einem longitudinalen Ultra-
Dunnschnitt eines Ackerbohnenkndlichen. Aufgereinigte VINOD32-Antikorper detektieren VINOD32 im
Cytoplasma von Zellen der Stickstoff fixierenden Zone 1ll. Der Baken entspricht 200 nm. Abkurzungen:
C, Cytoplasma; B, Bakteroid; W, Zellwand; iZ, infizierte Zelle; nZ, nicht infizierte Zelle

Alle anderen Gewebe der untersuchten Kndllchen wie auch die angeschnittenen Wurzelgewebe
zeigten in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der immunologischen Tissue-Prints keine
signifikanten Markierungen durch Goldpartikel. Die Kontrolle mit Préimmunserum war in alen
Geweben frei von signifikanten Immunogoldmarkierungen (Daten nicht gezeigt).
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E.4 DasLeghamoglobin VfLb29

Frihere Studien haben gezeigt, dass VfLb29 sowohl Kndllchen- as auch Mykorrhiza-
spezifisch exprimiert wird (siehe B.4.5). Die Funktion von Leghamoglobinen as Sauerstoff-
bindende und -transportierende Hamproteine in den infizierten Zellen des Knéllchens ist
bekannt. Uber die Gewinnung eines gegen VfLb29 gerichteten Antiserums sollte im Rahmen
dieser Arbeit die Hypothese einer vergleichbaren Funktion des Leghamoglobins VfLb29 bel
der Sauerstoffversorgung des Mykorrhizapilzes abgesichert werden.

E.4.1 Ein aufgereinigter VfLb29-Peptid-Antikorper detektiert rekombinantes
ViLb29 aus E. coli, aber in Gesamtproteinextrakten aus Vicia faba
Kndllchen und mykorrhizierten Wurzeln ist kein VfLb29 nachweisbar

Eine Voraussetzung fur den Nachweis von VfLb29 in V. faba Geweben war die Gewinnung
von VfLb29-spezifischen Antikorpern. Da es das Ziel war, einen polyklonalen Antikorper zu
erhalten, der spezifisch das VfLb29-Antigen und nicht gleichzeitig auch die stark homologen
L eghamoglobine aus V. faba Wurzelknéllchen detektiert, hitte die Uberexpression, Aufreini-
gung und Immunisierung mit rekombinantem VfLb29-Protein wenig Aussicht auf Erfolg
gehabt. Einzige Alternative war die Immunisierung mit einem Peptid, dessen Sequenz einen
Bereich der VILb29-Aminosiuresequenz abdecken sollte, die einerseits eine moglichst geringe
Homologie zu den bekannten V. faba Leghdmoglobinen VfLbB, VILbK und VfLb49 aufwies
und andererseits theoretisch von hoher Antigenitét war. Anhand einer Computer-Analyse
wurde eine Peptid-Sequenz ausgewdhlt, die den Aminosduren 92-105 der VfLb29-
Aminosauresequenz entsprach (Abbildung E.24).

Die Synthese und Kopplung des Peptids sowie die anschliefiende Immunisierung von zwei
Kaninchen wurde von Eurogentec (Belgien) durchgefihrt. Die erhaltenen Antiseren wurden in
Dot Blot Versuchen mit dem reinen Peptid getestet. So konnte gezeigt werden, dass die Anti-
seren Antikorper enthielten, die gegen das VfLb29-Peptid gerichtet waren (Daten nicht
gezeigt). Erste Versuche, unter Verwendung dieser Antiseren VfLb29 in Gesamtprotein-
extrakten aus V. faba Wurzelkndlichen im Western Blot zu detektieren, blieben alerdings
erfolglos (Daten nicht gezeigt). Um die Wahrscheinlichkeit der Detektion auch geringer Men-
gen an VfLb29 in Gesamtproteinextrakten zu erhthen, wurden VfLb29-Peptid spezifische
Antikorper aus den Antiseren aufgereinigt. Hierzu wurde ein Teil des reinen VfLb29-Peptids
an Cyanogenbromid-aktivierter Sepharose 4B immobilisiert. Die affinitéts-chromatographische
Aufreinigung des VfLb29-Peptid-Antiserums an dieser Matrix resultierte in  einer
aufkonzentrierten VfLb29-Peptid spezifischen 1gG-Fraktion. Um sicher zu stellen, dass diese
aufgereinigten VfLb29-Peptid-Antikorper nicht nur das ViLb29-Peptid detektieren konnten,
sondern auch das gesamte VfLb29-Protein, wurde die Detektion von rekombinantem VfLb29
im Western Blot getestet. Hierzu musste zundchst ein geeignetes Expressionskonstrukt for
die heterologe Expression in E. coli erstellt werden. Ausgangspunkt war das Plasmid p257-1

108



ERGEBNISSE

VfLb29 1 % DNEﬂsL-
Vf Lb49 1 F S C-VVD
Vf LbK 1 EﬁA F S C-VVD
Vf LbB 1 F FIBTAGYED

* k*k*x * %k **k*%k **% **x * k%

| =

Vf Lb29 DGL =
Vf Lb49 VD =
Vf LbK LD =
Vf LbB TD =

* k ok kok ok ok
VfLb29 111 1A AS
vfLb49 109 1 AS
VfLbK 109 1 AS
vfLbB 110 & AS

kkk Kk ok ok k  kk kkk kkx Kkk kxk kk * ok

Abbildung E.24: Multipler Sequenzvergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen der aus der Ackerbohne
bekannten L eghdmoglobin-Transkripte.

Der multiple Sequenzvergleich der abgeleiteten VLb29-Aminosiuresequenz mit den abgeleiteten Aminoséaure-
sequenzen der Lb-Transkripte VfLb49, VfLbK und VfLbB wurde mittels CLUSTALW gefolgt von
BOXSHADE erstellt. VfLb29-Aminosaurereste, die in wenigstens 50 % der Sequenzen konserviert sind, sind
invers dargestellt (schwarz: identische Aminosduren; grau: konservative Austausche). Die Sterne markieren
Aminosdurereste, die in alen vier Sequenzen identisch sind. Der VfLb29-Sequenzbereich, der als Peptid zur
Immunisierung eingesetzt wurde (Aminosduren 92-105), ist durch einen Pfeil Uber der Sequenz markiert.

(Frahling et al., 1997), das die 648 bp grol3e, vollstandige VILb29 cDNA trégt. Ein offener
Leserahmen mit hoher Kodierwahrscheinlichkeit beginnt mit Basenpaar 126 und endet mit
Basenpaar 446. In einem PCR-Experiment mit dem Primern Lb29-up und M13 ,universal®
sowie dem Plasmid p257-1 as Template wurde ein Produkt amplifiziert, dessen Nukleotid-
sequenz fur ein um das Start-Methionin verkirztes VfLb29-Protein kodiert und das im
5-untrandatierten Bereich die Multiple Cloning Site des Vektors p257-1, ein pSVB30-Derivat
(Arnold und Puhler, 1988), enthadlt. Unter Ausnutzung der Hindlll-Restriktionsschnittstelle
dieser Multiple Cloning Site wurde das entsprechend geschnittene PCR-Fragment in einen
Hindlll / Sul gespatenen pMAL-c Expressionsvektor kloniert. Die Plasmidkarte des
resultierenden Expressionsplasmids pJB-M29c, der in den E. coli Stamm W3110 transformiert
wurde, ist in Abbildung E.25a gezeigt.

Abbildung E.25 (folgende Seite): Plasmidkarte des Expressionsplasmids pJB-M29c und schematische
Darstellung des Fusionsproteins MBP-VfLb29.

Die Plasmidkarte (a) zeigt das Expressionsplasmid pJB-M29c, der unter anderem eine fir ein Maltosebinde-
protein (ohne Signalsequenz) kodierende Sequenz ,in frame" mit der VfLb29-Sequenz tréagt, die fur das
Leghdmoglobin VfLb29 kodiert. Diese beiden Segquenzen sind durch eine weitere, kurze Sequenz voneinander
getrennt, die fur eine Faktor Xa Erkennungssequenz kodiert. Die singuldren Schnittstellen sind angegeben. In
Abbildung E.25b sind das kodierte Fusionsprotein MBP-VfLb29 und seine Proteolyseprodukte nach Faktor Xa
Verdau schematisch dargestellt Farbcode: rot, Maltosebindeprotein  (MBP); gelb, Faktor Xa
Erkennungssequenz; blau, VfLb29-Protein. Abkirzungen: amp, Ampicillin-Resistenzgen; lacl, Lac-

Repressorgen; MalED2-26, fur das Maltosebindeprotein ohne Signalpeptid kodierende Sequenz; FXa-ES, fur
die Faktor Xa Erkennungssequenz kodierende Sequenz.

109



ERGEBNISSE

Miul
: BstEIll
{ Apal
{iPspOMI

Bpu 101,

,EcoRV
i Hpal
! Bbel
iEhel
i Kasl
£.Nar |

Tth 1111,
Ndel.

.
.
S
o

w0 pJB-M29c
6738 bp oo

MalED2-26

—_—

. BsiWI
“Psi|
Bal Il

TBir|

Ahdl”

“Bpu 1102l

C iNeol | SO

”””” Syt Acces

Kpnl

3 Eco52
it BseRl BamH|
i Clal

H Pacl

Hindlll

al

oy

MBP-VfLb29-Fusionsprotein (528 AS — 58.1 kD)

VfLb29-Protein

Maltosebindeprotein
mit Faktor XaES

X

Faktor Xa 147 AS-16.4 kD
(38LAS—41.7 kD) ( )

110



ERGEBNISSE

Der fur VfLb29 kodierende Abschnitt des Plasmids wurde durch das IIT (Institut fir
Innovationstransfer, Universitdt Bielefeld) sequenziert und stimmte zu 100 % mit dem
entsprechenden Bereich der cDNA Uberein. Der Stamm E. coli W3110 x pJB-M29c sollte bei
Induktion mit IPTG das 528 Aminosauren grofle Fusionsprotein MBP-VfLb29 mit einer
theoretischen molekularen Masse von 58.1 kD synthetisieren (siehe Abbildung E.25b). Da dem
Maltosebindeprotein durch eine Deletion der Aminosduren 2 bis 26 die den Export ins
Periplasma vermittelnde Signal sequenz fehlte, sollte sich das Fusionsprotein im Cytoplasma der
Zéellen anreichern. Die fur eine Erkennungssequenz der Endopeptidase Faktor Xa kodierende
Nukleotidsequenz im direkten Anschluss an die fir das Maltosebindeprotein kodierende
Sequenz sollte die Spaltung des Fusionsproteins in einerseits Maltosebindeprotein inklusive
Erkennungssequenz mit einer theoretischen molekularen Masse von 41.7 kD und andererseits
V{Lb29-Protein mit einer theoretischen molekularen Masse von 16.4 kD ermdglichen (siehe
Abbildung E.25b). Bedingt durch die Klonierungssirategie war das Start-Methionin des
rekombinanten VfLb29-Proteins deletiert.

Nach Expression in E. coli konnte das Fusionsprotein MBP-V{Lb29 aus der |6dlichen Fraktion
des Zdlaufschlusses mittels Affinitéts-Chromatographie an Amylose-Harz aufgereinigt werden
(Daten nicht gezeigt). Sowohl dieses Fusionsprotein als auch seine Proteolyse-Produkte MBP
und VfLb29 wurden im Western Blot mit aufgereinigten VfLb29-Peptid-Antikorpern
eingesetzt (Abbildung E.26a&b). Die transiente Ponceau-Farbung der Nitrocellulosemembran
lief3in Spur 2 (Abbildung E.26a) im Gesamtzellextrakt des Stammes W3110 x pJB-M29c nach
Induktion knapp oberhalb des 49.2 kD-Markers die deutliche Bande des Fusionsproteins MBP-
V{Lb29 erkennen. Nach Affinitdts-Chromatographie und Proteolyse des Fusionsproteins mit
Faktor Xa waren in Spur 3 auf%er einem Rest des Fusionsproteins dessen Spaltprodukte
Maltosebindeprotein (ca. 42 kD) und rekombinantes VfLb29 (ca. 16 kD) angeféarbt. Sowohl
das Fusionsprotein als auch das rekombinante VfLb29 wurden von den aufgereinigten VfLb29-
Peptid-Antikorpern spezifisch detektiert (Abbildung E.26b - Spur 2 und 3). Somit war
sichergestellt, dass auch eine Detektion von VfLb29 in Gesamtproteinextrakten von V. faba
Wurzelkndllchen erfolgen konnte, wenn geniigend Antigen vorhanden war. Aber, obwohl in
der Ponceau-Férbung der transferierten Gesamtproteine auf der fur die Legh&moglobine zu
erwartenenden Laufhohe von ca. 16 kD eine deutliche Bande zu sehen war (Abbildung E.26a -
Spur 1), detektierten die VfLb29-Peptid-Antikorper kein Antigen in dieser Spur (Abbildung
E.26b - Spur 1). Zum Vergleich wurde der gleiche Western Blot unter Einsatz eines gegen
Pisum sativum Leghamoglobine gerichteten Antiserums (T. Bissding, Wageningen,
Niederlande) durchgefuhrt (Abbildung E.26a&b - Spuren 4 bis 6). Auf Grund der grof3en
Homologien der Leghamoglobine der Leguminosen untereinander, war zu erwarten, dass diese
polyklonalen, gegen Leghamoglobine aus der Erbse gerichteten Antikorper auch die
Leghdmoglobine der Ackerbohne detektieren konnten. Sowohl das Fusionsprotein MBP-
V{Lb29 als auch das rekombinante VLb29 wurden gut erkannt, aber zusétzlich auch die bei
ca 16 kD bandierenden Leghamoglobine im V. faba Gesamtproteinextrakt aus
Wurzelknollchen (Spur 4). Obwohl aso offensichtlich grof3e Mengen an Leghdmoglobinen im
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V. faba Kndllchen-Gesamtproteinextrakt enthalten waren, wurde durch die aufgereinigten
VTLDb29-Peptid-Antikorper kein VfLb29 in diesem Extrakt detektiert. Dieses Ergebnis zeigt
aber auch deutlich, dass die Gewinnung von VfLb29-Peptid-spezifischen Antikorpern eine sehr
erfolgreiche Strategie war, da die anderen, im Extrakt eindeutig nachweisbaren V. faba
Leghamoglobine, trotz der klaren Homologien der V. faba L eghdmoglobine untereinander von
den aufgereinigten VfLb29-Peptid-Antikdrpern nicht detektiert wurden. Die gewonnenen
Antikorper waren somit sehr spezifisch fur VLb29.

b
kD

8l =

348 =

204 -

20.9=| 209 =

‘ﬂ'
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Abbildung E.26: Vergleichender Western Blot unter Einsatz der aufgereinigten VfLb29-Peptid-Antikorper
und eines gegen P. sativum Legh&moglobin gerichteten Antiserums.
Gesamtproteinextrakte von V. faba Kndllchen, Gesamtzellextrakte des E. coli Stammes W3110 x pJB-M29c
nach der Induktion und Proteolyseprodukte des Fusionsproteins MBP-V{Lb29 nach Faktor Xa Verdau wurden
im Western Blot mit aufgereinigten VfLb29-Peptid-Antikérpern (Spuren 1-3) und einem gegen Pisum sativum
Leghdmoglobin gerichteten Antiserum (Spuren 4-6) getestet. In (a) sind die transferierten Proteine auf der
Nitrocellulosemembran mittels Ponceau-Farbung transient sichtbar gemacht, in (b) ist der entwickelte Blot
gezeigt.
Spur M: Prestained Marker
Spur 1: 30 g V. faba Gesamtproteinextrakt von Knéllchen
Spur 2. E. coli W3110 x pJB‘M 29c Gesamtzellextrakt Detektion mit aufgera n|gten
Spur 3: MBP-VfLB29, MBP und VfLb29 nach Faktor Xa VfLb29-Peptid-Antikdrpern
Verdau des Fusionsproteins MBP-VfLb29
Spur 4: 30 g V. faba Gesamtproteinextrakt von Knéllchen
Spur 5: E. coli W3110 x pJB-M29c Gesamtzellextrakt Detektion mit P. sativum
Spur 6: MBP-VfLB29, MBP und VfLb29 nach Faktor Xa Leghamoglobin Antiserum
Verdau des Fusionsproteins MBP-VfLb29

Es wurden weitere Western Blots mit zahlreichen Gesamtproteinextrakten von Knollchen
verschiedener V. faba Pflanzen unter Verwendung der aufgereinigten VfLb29-Peptid-Antikor-
per durchgefiihrt, aber in keinem der Extrakte konnte VfLb29 detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Ebenso verhielt es sich mit Gesamtproteinextrakten aus mykorrhizierten Wurzeln
(Materid von V. Gianinazzi Pearson, INRA Dijon). Auch der Einsatz des hochsensitiven
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Chemolumineszenz-Systems ECL-Plus fuhrte in keinem Extrakt dieser beiden Symbiose-
relevanten Gewebe der Ackerbohne zu einem Nachweis von VfLb29 (Daten nicht gezeigt).
Dementsprechend waren die Ergebnisse einer zelluldren Lokalisation von VLb29 mittels
lichtmikroskopischer Untersuchung immunogoldmarkierter longitudinaler Semi-Dunnschnitte
von Ackerbohnenkndllchen negativ (Daten nicht gezeigt). In einem Parallelversuch unter
Einsatz des gegen P. sativum Leghdmoglobin gerichteten Antiserums traten deutliche Signale
im gesamten Cytoplasma der infizierten Zellen auf (Daten nicht gezeigt).

E.5 DasProtein VfCaMBP1

Fur das Mykorrhiza-amplifiziert exprimierte Gen VfCaMBP1 lagen zunéchst nur sehr kurze
cDNAs vor, deren Sequenzanalyse keinerlei Rickschliisse auf das kodierte Genprodukt
zulie3en (siehe B.4.5). Im Zuge der Vervollsténdigung der VICaMBP1-cDNA ergaben sich
erste Homologien zu Calmodulin-bindenden Proteinen. Ziel dieser Arbeit war es, die poten-
tielle Interaktion zwischen Calmodulin und dem ViCaMBP1-Protein zu verifizieren und die
Calmodulin-Bindestelle des VfCaMBP1-Proteins zu identifizieren. Auflerdem sollte der
Versuch eines Nachweises des VfCaMBP1-Genprodukts in mykorrhizierten Wurzeln und
Kndllchen der Ackerbohne unternommen werden.

E.5.1 Die ViCaMBP1-Sequenz ist homolog zu den abgeleiteten Aminosiure-
sequenzen pflanzlicher Calmodulin-bindener Proteine

In Vergleichen mit aktuellen Datenbanken zeigte die abgeleitete VfCaMBP1-Aminosaure-
sequenz Homologien zu den abgeleiteten Aminosduresequenzen der Calmodulin-bindenden
Proteine TCB60 aus Nicotiana tabacum (Lu und Harrington, 1994), CanCBP aus Cicer
arietinum (Genbank: CAB71126) und CBP-1&5 aus Z. mays (Reddy et al., 1993). Die
TCB60-cDNA wurde aus Tabakzellen-Suspensionskulturen gewonnen, das CanCBP-Trans-
kript aus Epikotylen der Kichererbse und die CBP-5-cDNA aus Wurzelspitzen des Mais.
Dartiber hinaus ergaben sich Homologien zu den abgeleiteten Aminosauresequenzen von vier
potentiellen Calmodulin-bindenden Proteinen aus A. thaliana (Genbank: AAD08944 und
AAD18103 (Lin et al., 1999), CAA18193 und T04234), deren Nukleotidsequenzen Genom-
Sequenzierprojekten entstammten. Im multiplen Sequenzvergleich in Abbildung E.27 wurde
zur besseren Ubersichtlichkeit nur die langste der A. thaliana Sequenzen (AAD08944) und nur
die langere CBP-5 Sequenz aus Z. mays aufgenommen. Ein Bereich besonders prégnanter
Homologien ist der Sequenzbereich einer Calmodulin-Bindestelle, die im N. tabacum Protein
TCB60 experimentell nachgewiesen worden war (Dash et al., 1997; Lu und Harrington, 1994).
Fur das Protein CBP-5 aus Z. mays wurde fur diesen Sequenzabschnitt eine Calmodulin-
bindende Domane vorausgesagt, aber bis dato noch nicht experimentell bestétigt (Reddy et al.,
1993). Sowohl fur CBP-5 als auch fur CanCBP ist zu beachten, dass es sich bel den zugrunde
liegenden Transkripten um unvollstdndige MRNAS handelt, so dass auch nur ein C-terminaler
Bereich der Aminosauresequenzen abgeleitet werden konnte.
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Eine Analyse der VfCaM BP1-Aminosauresequenz mit Hilfe des PROSITE-Profile Programms
fuhrte zur Identifikation eines potentiellen Kernlokalisationssignals im Bereich der
Aminosauren 27 his 44 (Abbildung E.27). Die Konsensussequenz eines solchen ,bipartite
nuclear localization signal“ besteht aus zwel aufeinander folgenden basischen Aminoséuren
(Lysin (K) oder Arginin (R)), gefolgt von einem Zwischenraum mit 10 beliebigen Amino-
sauren, der wiederum gefolgt wird von finf Aminosduren, von denen mindestens drei basisch
sein mussen (Dingwall and Laskey, 1991; Robbins et al., 1991). Zur besseren Veranschau-
lichung sind die basischen Aminosduren des potentiellen Kernlokalisationssignals der
ViCaMBP1-Sequenz in Abbildung E.27 fett gedruckt.

Fur eine Vielzahl CaM-bindender Proteine ist bekannt, dass sie sogenannte PEST-Sequenzen
empfindlich fir eine Proteolyse durch endogene neutrale Proteasen machen (Barnes und
Gomes, 1995). Mit Hilfe des Programms PEST-FIND (Rogers et al., 1986) konnte fir
ViCaMBP1 eine potentielle PEST-Sequenz gefunden werden. Sie umfasst den Bereich der
Aminosauren 409 bis 444, beginnend und abschliefiend mit basischen Histidin-Resten
(Abbildung E.27). Mit einem errechneten PEST-Wert von -3.27 z8hlt sie zu den schwachen
PEST-Sequenzen. Sieist im C-Terminus und in der N&he der potentiellen CaM-Bindedomane
des VfCaMPB1-Proteins lokalisiert, was fur 50 % der von Barnes und Gomes (1995) unter-
suchten Calmodulin-bindenden Proteine ebenso der Fall war.

Der Einfluss, den die Phosphorylierung von Serin-/Threoninresten auf die CaM-Affinitét vieler
CaM-bindender Proteine hat (Crivici und Ikura, 1995), legte es nahe, auch die VfCaMBP1-
Aminosauresequenz auf das Vorkommen und die Verteilung eventueller Zielsequenzen fir eine
entsprechende Phosphorylierung hin zu untersuchen. Unter Verwendung des Programms
PROSITE-Profile konnte an Position 495 der VfCaMBP1-Aminosduresequenz eine mogliche
Proteinkinase C Phosphorylierungsstelle in der potentiellen CaM-Bindestelle identifiziert
werden und an den Positionen 476, 502 und 520 weitere in unmittelbarer Nahe
(Konsensussequenz (ST)-x-(RK); Kishimoto et al., 1985; Woodgett et al., 1986). Die Positio-
nen sind in Abbildung E.27 mit Sternen Uber der VfCaMBP1-Sequenz gekennzeichnet.
Besonders aufféllig ist die unmittelbar N-terminal zur méglichen CaM-Bindedomane liegende
potentielle Phosphorylierungsstelle an Position 176, da sie as enzige in dlen in diesem
Alignment enthaltenen homologen Proteinen konserviert ist.

Abbildung E.27 (folgende Seite): Multipler Sequenzvergleich der abgeleiteten VfCaMBP1-Aminosdure-
sequenz mit den abgeleiteten Aminosauresequenzen pflanzlicher Calmodulin-bindender Proteine.

Der multiple Sequenzvergleich der VfCaMBP1-Aminosauresequenz mit den abgeleiteten Aminosiuresequen-
zen von drei Camodulin-bindenden Proteinen und einem potentiell Calmodulin-bindenden Protein wurde
mittels CLUSTALW gefolgt von Boxshade erstellt. VfCaMBP1-Aminosdurereste, die in wenigstens 50 % der
Sequenzen konserviert sind, sind invers dargestellt (schwarz: identische Aminoséuren; grau: konservative
Austausche). Umrahmte Bereiche markieren die Aminoséuresequenz des potentiellen Kernlokalisationssignals
der VfCaMBP1-Sequenz (basische Aminosduren sind durch Fettdruck hervorgehoben) und die Aminoséurese-
guenz der experimentell ermittelten CaM-Bindedoméne des CaM-bindenden Proteins TCB60 aus N. tabacum.
Die potentielle PEST-Sequenz des VfCaMBP1-Proteins ist als Pfeil Uber der Sequenz angegeben. Mégliche
Proteinkinase C Phosphorylierungsstellen des VfCaMBP1-Proteins in und um die hypothetische CaM-Binde-
domaéne sind Uber der Sequenz mit Sternen markiert. Abkirzungen: (At) Arabidopsis thaliana; (Nt) Nicotiana
tabacum; (Ca) Cicer arietinum; (Zm) Zea mays.

114



ERGEBNISSE

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

Vf CaMVBP1

At _AAD08944
Nt _T03793
Ca_CAB71126
Zm T03250

176
210
87

243
280
157

273
350
227

311

459
597
498
228
229

pot. Kernlokalisationssignal

---------------- MRFGWSGKQARKDHKRSSKI Pl L GJKRNHGVTKOT SNSRLKRML KRVNAHDSL
MQTRYMERTNSVREKRKL EEDDNQQQQQOPERKRPALASVI VEALKVDSL QRLCSSLEPI LRRVVSLI RI
LMKSFIRG - ------ EVRDEVERKFQELLVSREKI N- - - - - - - EG - GRS- - GARSLEL CFI NNNKL|
VYMSFGALCCFFGLLI CFVSI VKQVSEEVERAL AKL GPARLSERSSPKRI EG GGRNLQLQFRSRLS
----------------------------------------------------- MEETCSFSSGLGYL
THYTNTNI | PNDEPF F® @K N GP?SI NCEF=SY,DDH| El N KN
FUGGN EGEQGAA- | LiBMTY TVIEPELS, BCLF De\\S E 2(G
Fl EGEHGAA- | | [BAD] TT(E EECI D =CHF DDE] DS AEG

EPLLYGORE ENGVAS| N S N CANAMK- - - NEENIN=ERS KDVRE=
RRATED INEGVGTE (NFLIDNS R €| 3VSSGY AVREA| YK GEN
<{2PL LICE[ KGey e LUFLUDNS RS EVMNVASGYCEEVRE A TIEBHRESL

FKKHYPPEL NDYVVRL QI (S KNGz F HIK R L | e
VGG = AT ENEEK I e ARECIINKAGH YNVKEFL RLMVKDSQKLRTI L GSGVENRMAETLAEH
s I OV E K e S GANKAAI FTVEDFLRLVVRDPQKL RNI L GSGVBNKMADAL | EH

--------------------------- S| HTIYKDLLRLLI | NEAELHER- - - - - FE ONECUSOIE

SKTCVLSEMLYVYYPEDS- - VGWFNNI NEFSCHI SGKQYYPARSLEDNENGYVDGL VKAYENIEQRE

AKTCVLSGKLYVYYSDDSRNVGVVFNNI (5L NGEI AGEQYYSABSLE DSLVEKAYS =

---------------------------------- | TNDQYYSABSLENSOAVYVDTLVEKAYE =

------------------------ RNNI JAFCCHI SGEQFYSSESL DDS@AL FADAL VRKAYS =
At LY, = A T S e S Ve
YDGKSFE)I KQNQKAGSS- - - - RN %GPE PNN- - MVNQL PQSREPVSVESEQSSVDPNLLI GGS
YDGKSEENYNQNRNLGVB- - - - QP PVGSH SI SNSLDQQ S| PSHPVPVPTGQPSVDPSATVG -

YDGKGEENPKPKKKSASTGQVETHARYGPEDYSNN- - - - - - - - - TVESMACE- - - - - - - - - - - G---H

LPDDLL TENOKNEVEY- - - - - - - - VKQDAYRNJEKLKAI DERALNS! SEEACIH KSTQEQDLEHIDIEAE

NQSPASSFaCe - TYMHFGNSSFAP NNTHES®=M [NSNGGVRL AL GPATGSQNQEQEVHP

NDSI VARMzNOS®M\E- SSRSQFESTPFRPCEQ TNTHQL @5 TSYDNNYGLAL GPPQSSSFO TV TSEL P

HHGTTIIGFS! [8PHNSNLNSSI QFGNTAFPLQNL[ETSASHQS L PTNDNERSL GPPQSATPGFe T\ /CREDP

HHQLEL | LQGVASTKSQHI HL SCRVHPPNVERHHIMIHFRSYHVPCRQGL QUVPVWWNWAVAASNFLKARQ

ENDGVONI EMNVDPV [ VAJFEGA

SEl RARS NG- GDQQTPLNMGEDS G- FH

=El RVRS GG GHGSVNVSEDGYCzP- SF

=Dl RVRS GGQSHSSFNAPEDGYPYSSPY

FSQQTVDIWVI GPGTVTVSI LMTSLKTFGLRAT GG - - ASGSLPDDTFNZQ SY

* *
EVETLVBLLNSBVEI SNSERPKA | L SFHKVYDI GTI SI RDV*
SFGQTSVADYE=DR- SNEGRAVV | QUL KA = WerF ==K | AG==AGI VQLDEDDE* - - - - - - - - -
RﬁPSPTFGY =DP- KPEARAVV | QUL [ AA Y zWeF A=K | INEz=A®| \VELDDE* - - - - - - - - - - -
TSI [NYNVOBERNRSEGNAVY | QUL [ME AR WeBAYR KA | INERRARL\Y/ELDES* - - - - - - - - - - -
I\/PEP LGFETERTHSEGRAWV | QUL B AT - We RV KR [ Re=BAGL VELED - - - - - - - - - - - -

CaM-Bindedomane (Nt)

115



ERGEBNISSE

E.5.2 Die potentielle VfCaMBP1 CaM-Bindedoméne weist eine basische amphi-
phatische Helix und ein 1-8-14 B Motiv auf

Auf Grundlage der theoretischen Anforderungen an eine Calmodulin-Bindestelle und der
Erkenntnisse Uber die Calmodulin-Bindestelle des Proteins TCB60 aus N. tabacum (Dash
etal., 1997) wurde die potentielle Calmodulin-Bindestelle von VfCaMBPL einer genauen
Untersuchung unterzogen. In einer amphiphatischen a-Helix sind hydrophobe Seitenketten auf
der einen Seite der Helix exponiert und hydrophile auf der anderen. Abbildung E.28 zeigt die
Aminosauren der CaM-Bindestelle des Proteins TCB60 und der potentiellen CaM-Bindestelle
von ViCaMBPl in ener Darstellung as helikdes Rad erstellt mit dem Programm
ANTHEPROT. Eine Projektion as helikales Rad zeigt eine Ansicht an der Achse der Helix
herab, wobei die Aminoséurereste in der Form eines Rades arrangiert sind. Angenommen, die
Helix vollzieht alle 3.6 Aminosdurereste eine ganze Drehung, so wiederholt sich das Muster
alle 18 Aminosaurereste.
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Abbildung E.28: Projektion der Aminoséuren der CaM-Bindestelle des Proteins TCB60 und der potentiellen
CaM-Bindestelle von VfCaMBP1 a's helikales Rad.

In dieser Darstellung der Aminoséuren der CaM-Bindestelle des Proteins TCB60 und der potentiellen CaM-
Bindestelle von VfCaMBPL1 as helikales Rad sind die hydrophoben, hydrophilen und unpolaren Aminoséuren
verschiedenfarbig hervorgehoben. Eine gestrichelte Linie unterteilt die a-Helix in eine hypothetisch hydrophile
und eine hypothetisch hydrophobe Seite. Tryptophanreste sind durch gelbe Sterne markiert. Uber dem jeweili-
gen helikalen Rad ist die Polypeptidkette in linearer Form angegeben. In der VfCaMBP1-Sequenz sind mit der
TCB60-Sequenz identische Aminosduren rot gedruckt und konservative Austausche orange.

Wie aus der Abbildung E.28 ersichtlich, erfillten sowohl die Aminoséurereste der CaM-
Bindestelle des Proteins TCB60 als auch die der potentiellen CaM-Bindestelle von ViCaMBP1
die Kriterien einer basischen, amphiphatischen Helix. Zusétzlich wiesen beide Sequenzen as
weiteres Kennzeichen fir eine potentielle CaM-Bindestelle mindestens einen Tryptophanrest
auf (O'Neil und DeGrado, 1990). Die beiden Sequenzabschnitte zeigten eine fur CaM-
Bindestellen auffallend starke Homologie. Dies war insbesondere deshalb ungewohnlich, weil

die geringen Anforderungen an ene funktionelle CaM-Bindestelle ein hohes Mal3 an
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Sequenzvariabilitét erlauben. Die potentielle CaM-Bindestelle von VfCaMBP1 beinhaltet
dartber hinaus einen Sequenzbereich, der die Kriterien des 1-8-14 Typ B Motivs fir
Camodulin-Bindung erfillt. Beginnend mit der zweiten Aminosaure der potentiellen CaM-
Bindestelle zeichnet sich die Sequenzabfolge (W)xxxxxx(V)xxxxx(V) durch hydrophobe
Aminosaurereste an den Positionen 1, 8 und 14 aus und die Nettoladung fir diesen
Sequenzbereich liegt mit einem Wert von +3 im zul&ssigen Wertebereich von +2 bis +4.
Zusammenfassend lief3 sich anhand der Anaysen die Hypothese aufstellen, dass die
Aminosauren 482 bis 500 der VfCaMBP1-Sequenz eine Calmodulin-bindende Domane bilden
und somit VfCaMBP1 ein Calmodulin-bindendes Protein ist.

E.5.3 Ein aufgereinigter VfCaMBP1-AntikOrper detektiert rekombinantes
ViCaMBPl aus E. coli, aber in Gesamtproteinextrakten aus Vicia faba
Kndllchen und mykorrhizierten Wurzeln ist kein VfCaM BP1 nachweisbar

Fur einen immunologischen Nachweis von VICaMBP1 und die Verifizierung der Hypothese,
dass es sich bel VfCaMBP1 um ein Calmodulin-bindendes Protein handelt, war die heterologe
Expression von VfCaMBPL1 als Fusionsprotein in E. coli und die anschlief3ende Aufreinigung
des rekombinanten Proteins unbedingte Vorraussetzung. V.-A. Pham hat daher im Rahmen
ihrer Diplomarbeit (Pham, 1999) den unvollstandigen, kodierenden Sequenzabschnitt der zu
diesem Zeitpunkt langsten bekannten ViICaMBP1-cDNA VINDS-X8 | #384 (I gtl1-Derivat,
Strangmann, 1998) in den Expressionsvektor pWH844 (Schirmer et al., 1997) kloniert. Dieser
kodierte somit fur ein Fusionsprotein aus His-Tag und den Aminosduren 289 bis 524 der
V{CaMBP1-Sequenz (His-VfCaMBP1DN). Trotz einer theoretischen molekularen Masse von
27.9 kD bandierte esin der SDS-DISKPAGE bel ca. 33 kD (Abbildung E.29). Das von V .-A.
Pham Uber Affinitdts-Chromatographie und préparative SDS-DISKPAGE aufgereinigte Fu-
sionsprotein wurde von ihr zur Gewinnung VfCaMBP1-spezifischer polyklonaler Antikorper
eingesetzt. Diese standen mir nebst aufgereingtem Fusionsprotein His-VfCaMBP1DN zum
Ende ihrer Diplomarbeit zur Verfigung.

Die erhatenen polyklonalen Antiseren detektierten zwar das Fusionsprotein  His
ViCaMBP1DN im Western Blot, dariber hinaus kam es aber auch zu einer Detektion von
Proteinen in Extrakten des Kontroll-Stammes E. coli W3110 x pWH844 (Abbildung E.29).
Daher musste des Antiserum einer Aufreinigung an rekombinantem VfCaMBP1 unterzogen
werden. Zur Gewinnung ausreichender Mengen des Proteins wurde das von V.-A. Pham
konstruierte Expressionsplasmid pPMP-X8 (Pham, 1999) verwendet, das ein Fusionsprotein
aus Maltosebindeprotein mit N-terminaler Signalsequenz zum Transport ins Periplasma,
gefolgt von der Erkennungssequenz fur die Endoprotease Faktor Xa und den Fusionsantell
V{CaMPB1DN kodierte. Dieses MBP-VfCaMBPD1 Fusionsprotein hatte nach Abspaltung des
Signalpeptids eine theoretische molekulare Masse von 68.2 kD. Nach Expression des
Fusionsproteins durch IPTG-Induktion des Produzenten E. coli W3110 x pPMP-X8,
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Aufschlufd des Periplasmas und Affinitéts-Chromatographie an Amylose-Harz resultierte eine
Auftrennung des Eluats in der SDS-DISKPAGE in einer Bande, deren Laufstrecke einer
molekularen Masse von ca. 68 kD entsprach (Daten nicht gezeigt). Das Eluat wurde in einer
SDS-DISKPAGE im préparativen Maldstab aufgetrennt und dann auf Nitrocellulose geblottet.
Nach transienter Ponceau-Farbung wurde die prominente Bande, die das Fusionsprotein MBP-
ViCaMBPD1 reprasentierte, herausgeschnitten und zur Aufreinigung VfCaMBP1-spezifischer
Antikorper genutzt. Diese aufgereinigten Antikorper detektierten im Western Blot weiterhin
das Fusionsprotein His-VfCaMBP1DN, aber keine Proteine mehr in Extrakten des Kontroll-
Stammes E. coli W3110 x pWH844 (Abbildung E.29). Sie waren somit fir einen spezifischen
Nachweis von VICaMBP1 geeignet. Dennoch lief3 sich VfCaMBP1 in Gesamtprotei nextrakten
von V. faba Kndllchen und mykorrhizierten Wurzeln mittels Western Blot unter Verwendung
der aufgereinigten ViCaMBP1-Antikorper nicht nachweisen (Abbildung E.29). Gleiche
Ergebnisse ergaben sich auch bei Verwendung des hochsensitiven Chemolumineszenz-Systems
ECL-Plus zur Detektion (Daten nicht gezeigt).

M 1 2 3 adh 5
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Abbildung E.29: Vergleichender Western Blot unter Einsatz der aufgereinigten VfCaMBP1-Antikorper und
des nicht aufgereinigten VfCaMBP1-Antiserums.

Gesamtzellextrakte des E. coli Stammes W3110 x pWH844 (Spuren 3 und 5), das aufgereinigte Fusionsprotein
HisVfCaMBPIDN (Spuren 4a&b) und Gesamtproteinextrakte von V. faba Kndllchen und mykorrhizierten
Wurzeln (Spuren 2 und 3) wurden im Western Blot mit den aufgereinigten VfCaM BP1-Antikorpern (Spuren 1-
43) und dem nicht aufgereinigten VfCaMBP1-Antiserum (Spuren 4b und 5) getestet.

Spur M: Prestained Marker
Spur 1: 50 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von Kndllchen

Spur 2. 50 pg V. faba Gesamtproteinextrakt von myk. Wurzeln Detektion mit aufgereinigten
Spur 3:  E. coli W3110 x pWH844 Gesamtzellextrakt ViCaMBP1-Antikorpern

Spur 4a; 5 ng aufgereinigtes His-VfCaMBP1DN

Spur 4b: 5 ng aufgereinigtes His-VfCaMBP1DN } Detektion mit nicht aufgerei-
Spur 5:  E. coli W3110 x pWH844 Gesamtzellextrakt nigtem VfCaMBP1-Antiserum
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Im Rahmen eines Forschungsaufenthalts bel V. Gianinazzi Pearson (INRA, Dijon) wurden
daraufhin Gesamtproteinextrakte von frisch mykorrhizierten V. faba Wurzeln hergestellt.
Hierbei wurde eine Pflanze vor der Proteinextraktion auch fur 12 Stunden Stressbedingungen
ausgesetzt (Dunkelheit und 6 °C), da es denkbar ist, dass die Expression eines Calmodulin-
bindenden Proteins unter Stressbedingungen gesteigert wird. Aber auch in diesen Extrakten
aus Dijon detektierten die aufgereinigten ViCaMBP1-Antikorper im Western Blot selbst unter
Verwendung das ECL-Plus Systems kein VfCaMBP1 (Daten nicht gezeigt). Dementsprechend
verliefen die Versuche ener subzelluldren Lokalisation von ViCaMBPl mittels
elektronenmikroskopischer  Untersuchung immunogold-markierter longitudinaler  Ultra-
Dunnschnitte von Ackerbohnenknéllchen negativ (Daten nicht gezeigt).

E.5.4 Calmodulin aus Vicia faba kann spezifisch an His-VfCaM BP1DN binden

Fur eine erfolgreiche Bindung von Calmodulin an Calmodulin-bindende Proteine muss die
Aminosauresequenz des Calmodulin-bindenden Proteins nicht vollsténdig sein, wie es unter
anderem das Beispiel der CaM-bindenden Proteine CBP-1 und CBP-5 aus Z. mays zeigt
(Reddy et al., 1993). Die Aminosduresequenz lasst sich vielmehr bis auf die eigentliche CaM-
bindende Doméne verkirzen, wie zum Beispiel die Experimente mit verkirzten Formen des
CaM-bindenden Proteins TCB60 aus N. tabacum eindrucksvoll unter Beweis stellen (Lu et al .,
1995). Calmodulin sollte also auf Grund der fur VfCaMBPL1 postulierten CaM-Bindedomane
an das Fusionsprotein His-VfCaMBP1DN binden konnen. Um diese Interaktion experimentell
nachweisen zu konnen, wurde zunéchst mit Hilfe von C. Zellinger (Institut fir Biophysik,
Hannover) V. faba Camodulin aus Bléttern der Ackerbohne isoliert und aufgereinigt.
Abbildung E.30 zeigt eine Probe des aufgereinigten Calmodulins nach Auftrennung in einer
SDS-DISKPAGE. Es bandiert ebenso wie reines Calmodulin aus Bléttern des Spinats (zur
Verfigung gestellt von C. Zeilinger) bei etwa 14-15 kD, obwohl die Gberwiegende Anzahl
pflanzlicher Calmoduline eine molekulare Masse von ca. 16.8 kD aufweist (Zielinski, 1998). Es
handelt sich hierbei jedoch um ein fir Calmoduline und andere Proteine mit EF-Hand Aufbau
typisches Laufverhaten in der SDS-DISKPAGE, das sich durch eine scheinbare molekulare
Masse von ca. 17 kD in Gegenwart von EDTA und ca. 15 kD in Gegenwart von Ca’
auszeichnet (Klee und Vanaman, 1982).

Abbildung E.30: SDS-DISKPAGE von aufgereinigtem Camodulin
kD M l aus Bléattern der Ackerbohne und von Spinat.

20 — | Gezeigt ist eine Coomassie-gefarbte analytische SDS-DISKPAGE
(15 %) von aufgereinigtem Calmodulin aus Blé&ttern der Ackerbohne
und aufgereinigtem Calmodulin aus Spinatbl&ttern.

) —
142 —| ) - - Spur M: Dalton Marker V11-L
Spur 1. 2.55 pg aufgereinigtes Calmodulin aus Ackerbohnenbl &ttern
Spur 2: 2.55 pg aufgereinigtes Calmodulin aus Spinatbl &ttern

[ g%

119



ERGEBNISSE

Unter Verwendung des aufgereinigten Fusionsproteins His-VfCaMBP1DN, des aufgereinigten
V. faba Calmodulins und der aufgereinigten VfCaMBP1-Antikorper wurde ein Testsystem
entwickelt, das den Nachweis einer Bindung von Calmodulin an VfCaMBP1 erlaubte. Wie in
Abbildung E.31 schematisch dargestellt und in der Bildunterschrift detailliert erléutert, beruht
es auf der Bindung von HisVfCaMBP1DN durch das immobilisierte, aktivierte Calmodulin
und den nachfolgenden immunologischen Nachweis dieses Komplexes.

Slot-Blot mit Ficia faha
Calmodulin

Bindung von His-ViCaMBP1AN

C Qﬁf&&
Detektion mit aufgereinigten

VICaMBP1-Antikorpern
i ifx_
"\..

Abbildung E.31: Schematische Darstellung des Testsystems zum Nachweis der Bindung von Calmodulin an
ViCaMBPL.

Das Testablauf zum Nachweis der Bindung von Calmodulin an VfCaMBP1 lasst sich in drei Phasen unterteilen
(A-C). In Phase A wird V. faba Calmodulin (rot) per Slot Blot-Verfahren an einer Nitrocellulose-Membran
(grau) immobilisiert. Enthalt der Puffer Ca?*-lonen (gelb), so liegt das Calmodulin in seiner aktivierten Form
vor. In Phase B wird die Membran mit einem Puffer inkubiert, der das aufgereinigte Fusionsprotein His-
VfCaMBP1DN (blau) in Losung enthdlt. Das aktivierte Calmodulin kann an die CaM-Bindedoméne des
Fusionsproteins binden. In Phase C wird in Analogie zu den Detektionsschritten in einem Western Blot
zundchst das Fusionsprotein His-VfCaMBPL1DN von den aufgereinigten VfCaMBP1-Antikdrpern (braun)
detektiert. Diese wiederum werden dann von einem sekunddren Antikorper detektiert (orange), an den das
Enzym alkalische Phosphatase (griin) gebunden ist, das zum Farbnachweis des Komplexes dient.

Die Abbildung E.32 zeigt die Ergebnisse des eigentlichen Tests (Streifen A) nebst drei Kon-
trollen (Streifen B bis C). Auf den Streifen selber war an den Spuren 1 und 2 je 250 ng bzw.
500 ng V. faba Camodulin (VfCaM) aufgeblottet, die Spuren 3 (500 ng BSA) und 4 (5 ng
His-VfCaMBP1DN) dienten wiederum als Kontrollen. Die einzelnen Positionen lassen sich wie
in einem K oordinatensystem angeben - so beschreibt die Position A1 beispielsweise die Spur 1
des Streifen A.
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Abbildung E.32: Slot Blot-Versuch zum Nachweis der Bindung von Calmodulin an VfCaMBP1.

Gezeigt ist die Detektion des Fusionsproteins His-VfCaMBPL1DN unter Verwendung der aufgereinigten
ViCaMBP1-Antikorper. Der Streifen A stellt den eigentlichen Versuch dar, die Streifen B bis C zeigen die
Ergebnisse von dazugehorigen Kontrollexperimenten. Uber den Spuren sind die auf der Membran immobili-
sierten Proteine und deren Mengen angegeben, rechts neben den Streifen die Zusétze in der Lésung mit der der
jeweilige Streifen inkubiert wurde.

Streifen A: Inkubation mit 0.6 pg aufgereinigtem His-VfCaMBPLDN in Ca*-haltigem Puffer

Streifen B: Inkubation mit 0.6 pg aufgereinigtem His-VfCaMBPL1DN in EGTA-haltigem Puffer

Streifen C: Inkubation mit 0.6 pg aufgereinigtem His-VfCaMBP1DN und 3.2 pg aufgereinigtem
V. faba Calmodulin in Ca?*-haltigem Puffer

Streifen D: Inkubation nur mit Ca?*-haltigem Puffer

Durch die Signale an den Positionen A1& 2 wurde bewiesen, dass VfCaM in seiner aktivierten
Form an das Fusionsprotein His-VfCaMBP1DN binden kann. Beim Vergleich der beiden
Signastérken fiel auf, dass die grofiere Menge an VfCaM nicht etwa mehr sondern weniger
His-VfCaMBP1DN gebunden hatte. Eine mdgliche Erklarung wére eine sterische Hinderung
der Bindung bei zu grofen Mengen von immobilisiertem VfCaM. Das Protein BSA an Position
A3, das keine CaM-Bindedoméne aufweist, zeigt kein Signal (negative Kontrolle). Das starke
Signa an Position A4 wurde durch die Detektion des direkt an der Membran immobilisierten
Fusionsproteins hervorgerufen (positive Kontrolle). Die Stérke des Signals lief3 eine relative
Abschétzung der Menge an His-VfCaMBP1DN zu, die von ViCaM gebunden wurde (A1& 2).
Die Komplexierung von Ca*-lonen durch zum Beispiel EGTA filhrt zu einer Inaktivierung von
Camodulin, das daraufhin nicht mehr an die CaM-Bindedoméanen CaM-bindender Proteine
binden kann. Dementsprechend zeigt sich im Kontrollversuch mit EGTA an den Positionen
B1&2 kein Signa. Die Bindung von His-VfCaMBPIDN durch VfCaM war also Ca'-
abhangig. Die Ergebnisse der negativen (B3) und der positiven Kontrolle (B4) stimmten mit
denen des Streifen A Uberein.

Im Kontrollversuch, dessen Ergebnisse der Streifen C zeigt, wurde dem Ca**-haltigen Puffer,
der das Fusionsprotein His-VfCaMBPIDN enthielt, V. faba Calmodulin im Uberschuss
zugegeben, so dass das gebundene ViCaM und das VfCaM in Lésung um die CaM-bindende
Domane des Fusionsproteins konkurrierten. Dadurch wurde die Bindung am immobilisierten
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Calmodulin so stark reduziert, dass die gebundene Menge an Fusionsprotein fir eine Detektion
durch die Antikorper nicht mehr ausreichte (C1&2). Die Ergebnisse der negativen (C3) und
der positiven Kontrolle (C4) stimmten mit denen der Streifen A und B im Wesentlichen
Uberein. Auffalend war alerdings, dass das Signal der positiven Kontrolle in C4 deutlich
schwécher war als die Signale in A4 und B4. Diese schwéchere Detektion wurde
moglicherweise durch eine Bindung des gelosten ViCaM an die CaM-bindende Doméne des
immobilisierten His-VfCaMBP1DN verursacht, da dieses zu einer sterischen Hinderung bei der
Bindung der aufgereinigten VfCaMBP1-Antikorper an das Antigen fihren konnte.

Die Ergebnisse des Kontrollversuchs, bei dem im Ca&'-hdtigen Puffer weder His
V{CaMBP1DN noch VfCaM enthalten waren, zeigt der Streifen D. Um jegliche Kontamination
mit dem Fusionsprotein zu vermeiden, wurde auf die positive Kontrolle (D4) verzichtet. Die
fehlenden Signale an den Positionen D1& 2 zeigen, dass die Signale auf dem Streifen A in den
Positionen 1&2 auf die Bindung des Fusionsproteins His-VfCaMBPIDN durch das
immobilisierte V. faba Calmodulin zurtickzufihren sind und nicht etwa auf die Detektion eines
anderen Proteins.

Mit diesem Slot Blot-Versuch konnte also bewiesen werden, dass VICaMPB1 ein Calmodulin-
bindendes Protein ist. Auf3erdem lief3 die Verwendung des Fusionsproteins His-ViCaMBP1DN
in diesem Test den Riickschluss zu, dass die CaM-Bindestelle von VICaMBP1 im Bereich der
Amninosauren 289 bis 524 der ViCaMBP1-Sequenz lokalisiert sein muss. Die genaue
Bestimmung der Lage der CaM-Bindedomane erfolgte im nachfolgenden Versuch.

E.5.5 Calmodulin bindet VfCaMBP1 an der potentiellen CaM-Bindedomane

Die Bindung von Calmodulin an eine CaM-Bindedoméne |&sst sich durch eine Veranderung der
Mohilitét (Laufstrecke) von Calmodulin in einem Polyacrylamidgel nachweisen, das 4 M
Harnstoff enthdt (Erickson-Viitanen und DeGrado, 1987). Durch den Zusatz von Harnstoff
werden Komplexe von niedriger Affinitdt und nicht-spezifische Komplexe dissoziiert, so dass
nur spezifische Komplexe im Gel sichtbar werden.

Die per Homologievergleich und genaue Analyse identifizierte potentielle CaM-Bindedoméne
von VfCaMBP1 wurde in Form eines 19 Aminosduren grof3en Peptids bel ARK (Darmstadt)
synthetisiert. Um die Ca®*-Abhéngigkeit der Bindung des Peptids durch Calmodulin zu testen,
wurden Bindestudien mit dem Peptid und Calmodulin (aus Rinderhirn) sowohl in Ca®*-haltigen
as auch in EGTA-hdtigen Lésungen durchgeftihrt und die Proben anschlief?end in
harnstoffhaltigen Gelen aufgetrennt (Abbildung E.33). Bel Zusatz von 0.1 mM CaCl, retar-
dierte das synthetische Peptid die Mobilitét des Calmodulins im Gel (Abbildung E.33a), was
auf die Bildung eines Komplexes von Calmodulin und Peptid hinwies. Keine Verénderung der
Mobilitét des Calmodulins konnte hingegen beobachtet werde, wenn der Losung 5 mM EGTA
an Stelle des CaCl, zugesetzt wurde (Abbildung E.33b), was die Notwendigkeit von
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Molares Verhaltnis Calmodulin zu Peptid

0
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Abbildung E.33: Analyse der Bindung von Calmodulin an ein synthetisches Peptid mittlels Retardation in
einem harnstoffhaltigen PAA-Gel.

Die Abbildung zeigt Coomassie-geférbte harnstoffhaltige Polyacrylamidgele (12 %) mit 0.1 mM CaCl, (a) bzw.
5 mM EGTA (b). Das jeweilige molare Verhdltnis von Calmodulin zu synthetischen Peptid der Proben, die in
den jeweiligen Gelspuren aufgetragen wurden, ist Giber diesen angegeben.

Ca™ zur Aushildung eines Camodulin-Peptid-Komplexes verdeutlichte. Bei einem molaren
Verhdltnis von 1:2 (Peptid : Calmodulin) zeigte ca. 50 % des Camodulins eine Veranderung
der Mohbilitét im Gel (Abbildung E.33a, Spur 3). Die Erhdhung des molaren Verhédtnisses
fuhrte auch zu einer stetigen Zunahme der Bande, die dem Calmodulin-Peptid-Komplex ent-
sprach, und zu einer Abnahme der Bande, die dem freien Calmodulin entsprach (Abbildung
E.33a, Spuren 4 his 6). Eine Bestimmung der Stochiometrie das Camodulin-Peptid-
Komplexes war nur bedingt méglich, da das in den Tests eingesetzte synthetische Peptid laut
massenspektrographischer und HPLC-Anayse einen Reinheitsgrad von maximal 70 % hatte
(Daten nicht gezeigt). Es musste also davon ausgegangen werden, dass nur ein verminderter
Anteil des jewells eingesetzten Peptids eine ausreichende Lange und damit verbunden eine
hinreichende Konformation aufwies, um von Calmodulin gebunden zu werden. Die Ergebnisse
dieses Bindungstest hétten auf eine Binde-Stochiometrie zwischen 1:3 und 1:5 zwischen
Calmodulin und Peptid schlief3en lassen.

Die Ergebnisse des Bindungstests verifizierten aber die Hypothese, dass es sich bei dem anhand
von Homologievergleichen und einer genauen Anayse identifizierten Sequenzabschnitt des
ViCaMBP1-Proteins, der die Aminosduren 482 bis 500 umfasst, um die Calmodulin-bindende
Domane dieses Proteins handelte.
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F. DISKUSSION

Die vielfdltigen Interaktionen von Pflanzen mit Mikroorganismen fihren in einigen Féllen zur
Ausbildung von Symbiosen. Grof3e Unterschiede ergeben sich hierbel bei der Wirtsspezifitét
der beteiligten Mikroorganismen. So kdnnen Rhizobien zum Beispiel nur eine Symbiose mit
Leguminosen eingehen. Hierbel werden durch den pflanzlichen Symbiosepartner Wurzel-
knollchen ausgebildet, in denen die Rhizobien zu Bakteroiden differenzieren und die Pflanze
mit fixiertem Stickstoff versorgen. Pilze der Ordnung Glomales kénnen hingegen mit mehr als
80 % adler Pflanzenfamilien eine as arbuskuléare Mykorrhiza (AM) bezeichnete Symbiose
eingehen, bei der der Pilz einerseits ein ausgedehntes Hyphengeflecht im Boden ausbildet und
andererseits in Kortexzellen der Wurzel einwéchst und dort Arbuskeln formt. Uber diese
Schnittstellen versorgt er die Pflanze mit Phosphat und anderen l6dichen Nahrstoffen und
erhdlt dafur im Gegenzug Hexosen. Sowohl in der Rhizobien-Leguminosen Symbiose as auch
in der AM-Symbiose werden wéhrend der Entwicklungss und Funktionsphase der
symbiontischen Strukturen spezifische Pflanzengene aktiviert. Auf Seiten der Rhizobien-
Leguminosen Symbiose werden die Genprodukte dieser Gene as Noduline bezeichnet. Einer
groRen Zahl von identifizierten und charakterisierten Nodulingenen steht bisher noch eine
deutlich geringere Zahl an identifizierten Mykorrhiza-spezifisch oder -amplifiziert exprimierten
Pflanzengenen gegeniiber. Pflanzenmutanten, die in beiden Interaktionen eingeschrankt sind,
und die Expression insbesondere friher Nodulationsgene auch wahrend der AM-Symbiose
lassen aber bereits vermuten, dass diese beiden Symbiosen zumindest in Teilen auf einem
gemeinsamen genetischen Grundprogramm aufbauen.

Die Ackerbohne Vicia faba L. kann beide genannten Symbiosen aushilden. Die Analyse einer
in Bielefeld angelegten Knollchen-spezifischen cDNA-Genbank fuhrte zur Identifikation von
44 Klongruppen. Fir einen Teil der durch diese Klone représentierten Gene wurden intensive
Expressionsanalysen auf Gen- und Transkriptebene durchgefihrt. Die Untersuchung ihrer Ex-
pression in der AM-Symbiose der Ackerbohne fihrte zur Identifikation von vier Mykorrhiza-
spezifisch bzw. Mykorrhiza-verstérkt exprimierten Genen. In dieser Arbeit wurden die Kndll-
chen-spezifisch exprimierten Gene VFENOD18, VINOD28/32 und VINOD32, sowie das
Knollchen-/Mykorrhiza-spezifisch exprimierte Gen ViLb29 und das Mykorrhiza-amplifiziert
exprimierte Gen VfCaMBP1 auf Proteinebene untersucht. Immunologische Lokalisations-
studien mit gegen diese Symbiose-relevanten Proteine gerichteten Antikorpern verfolgten das
Ziel, den Funktionsort dieser Proteine zu bestimmen, um daraus Hinwelise auf ihre Funktion zu
erhaten. Einem Teil der Symbiose-relevanten Proteine konnte Uber biochemische Analysen mit
aufgereinigten Fusionsproteinen eine Funktion zugeordnet werden. Die Ergebnisse zu den funf
Symbiose-relevanten Proteinen der Ackerbohne werden in der oben angegebenen Reihenfolge
diskutiert und in einem abschlief3enden Kapitel einer Bewertung unterzogen.
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F.1 DasATP-bindende Nodulin VIENOD18

Bisherige Studien zum V. faba Nodulin VIENOD18 waren auf der Ebene der VFENOD18-
Transkripte und -Gene angesiedelt (Hohnjec et al., 2000). Sowohl die Verteilung von
VTENOD18-Transkripten in Ackerbohnenkndllchen as auch die Aktivitét des in transgenen
Vicia hirsuta Kndllchen getesteten VTENOD18-Promotors waren auf die Stickstoff fixierende
Zone 111 beschrénkt. Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war das VFTENOD18-Protein
und hierbel insbesondere seine Lokalisation und mégliche Funktion. Im Rahmen meiner
Diplomarbeit (Becker, 1996) hatte ich bereits rekombinantes VFENOD18 durch heterologe
Expression in Escherichia coli und nachfolgende Aufreinigung erhalten. Dieses war zur
Gewinnung eines gegen VIENOD18 gerichteten Antiserums eingesetzt worden.

F.1.1 In Leguminosen der Triben Trifolieae, Vicieae und Hedysareae mit caesal-
pinioider oder crotalarioider Knéllchenform bilden Noduline vom Typ
ENOD18 eine Proteinfamilie, deren korrespondier ende Gene ver mutlich aus
allgemeinen Pflanzengenen zu Nodulin-Genen evolvierten

Unter Verwendung der aufgereinigten VIENOD18-Antikorper wurden Proteine in allen
getesteten Leguminosen detektiert, die indeterminierte Knollchen der caesalpinioiden oder
crotalarioiden Form bilden. Thr Vorkommen in diesen Leguminosen war auf das Knollchen-
gewebe beschrénkt, so dass sie definitionsgemal als Noduline bezeichnet werden konnen
(van Kammen, 1984). Das Kndllchen-spezifische Auftreten des VTENOD18-Proteins steht in
Ubereingtimmung mit dem Nachweis von VFENOD18-Transkripten in Geweben der Acker-
bohne, da diese ebenfalls auf das Knollchengewebe beschrankt waren (Hohnjec et al., 2000;
Perlick und Puhler, 1993). Da die Detektion von Epitopen durch ein polyklonales Antiserum
keinen direkten Rickschlul? auf den Grad an Sequenz-Homologie zwischen zwei detektierten
Proteinen zulésst, werden die in anderen als V. faba Geweben detektierten Proteine im
Folgenden as VTENOD18-immunoreaktiv bezeichnet.

Interessanterweise wurden in fast alen getesteten Leguminosen, die determinierte
(desmodioide) oder indeterminierte Kndllchen der lupinen Art bilden, keine VIENOD18-
immunoreaktiven Proteine detektiert. Die einzige Ausnahme bildet hier die tropische Legu-
minose Glycine max, bei der sich VTENOD18-immunoresktive Proteine in allen Geweben
auller dem Kndllchengewebe nachweisen lief3en. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden,
dass in den getesteten Kndllchen von desmodioider oder lupiner Form VfENOD18-
immunoreaktive Proteine nur in einer kurzen Phase der Knollchen-Entwicklung auftreten
und/oder nur sehr schwach exprimiert werden, was ihren Nachweis erheblich erschweren wiir-
de. Die Unterschiede im Auftreten von Nodulinen des Typs ENOD18 in den verschiedenen
Knéllchenformen sind moglicherweise mit physiologischen Unterschieden zwischen indeter-
minierten und determinierten Kndllchen verbunden. Ein bekanntes Beispiel sind die Unter-
schiede im Stickstoffmetabolismus. In determinierten Kndllchen findet die Assmilation des
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fixierten N in den Peroxisomen der nicht infizierten Zellen statt (Newcomb und Tandon, 1981;
Nguyen et al., 1985) und wird katalysiert durch Knollchen-spezifische Urikasen (Takane et al.,
1997), wohingegen in indeterminierten Kndllchen das Enzym Asparagin Synthetase in
infizierten und nicht infizierten Zellen fir den Einbau des fixierten Stickstoffs in Asparagin
sorgt (Shi et al., 1997). Die Phylogenie der Leguminosen, aufgestellt anhand von
Sequenzdaten fur das Chloroplasten-Gen rbcL (Doyle et al., 1997), verdeutlicht den hohen
Verwandtschaftsgrad der Triben, fir deren getestete Arten sich VTENOD18-immunoreaktive
Proteine im jewelligen Kndllchengewebe nachweisen lief¥en (Abbildung F.1).

VENOD 18-immunoreaktive Proteine konnten nicht nur in den nicht-symbiontischen Geweben
der Leguminose G. max detektiert werden, sondern auch in verschiedenen Geweben der Nicht-
Leguminosen Arabidopsis thaliana und Zea mays. Die teilweise erhebliche Abweichung der
vom Western Blot abgeleiteten molekularen Massen der detektierten Proteine, wenn diese mit
den von den A. thaliana, Z. mays und G. max ESTs abgeleiteten zu erwartenden molekularen
Massen von ca. 18 kD verglichen werden, ist moglicherweise auf eine Degradation der
Proteine wahrend der Preparation der Protein-Extrakte oder posttransationale Modifikationen
zurickzufUhren. Darlber hinaus muss in Betracht gezogen werden, dass die fur die
immunoreaktiven Proteine kodierenden Transkriptsequenzen eventuell bisher noch nicht
isoliert wurden. Andererseits hétten die von den in den Datenbanken vorhandenen ESTs
abgeleiteten Proteine mit ihrer hohen Homologie zur VFENOD18-Aminosduresequenz durch
die VTENOD18-Antikorper detektiert werden sollen.

Die Identifikation von potentiellen Nodulin-Homologen in nicht-symbiontischen Geweben wie
im Fal von VFENOD18 ist nicht einmalig. Eine vergleichbares Beispiel sind die MADS-box
Gene nmhC5 und nmh7, deren Expression in den Wurzelknéllchen von Medicago truncatula
nachgewiesen werden konnte (Heard et al., 1997; Heard und Dunn, 1995). Obwohl nmhC5-
und nmh7-homologe Gene in Wurzeln und Bliten verschiedener Nicht-Leguminosen
exprimiert werden, scheint die Expression von nmhC5 und nmh7 in M. truncatula auf die
Kndllchen beschrankt zu sein (Doyle, 1998).

Genomische Sequenzen, die fur Proteinbereiche kodieren, die mit dem VfENOD18-C-
Terminus stark homolog sind, konnten aus den nah verwandten Leguminosen Lens culinaris,
Vicia hirsuta, Vicia sativa und Vicia villosa isoliert werden. Fehlende Amplifikationsprodukte
fur die restlichen Leguminosen, die immunoresktive Proteine im Western Blot aufwiesen, sind
mOoglicherweise auf eine durch Sequenzabweichungen verursachte unzureichende Bindung der
Primer und/oder Abweichungen in der Position des letzten Introns zurtickzufihren.
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Galegeae

Trifolieae* - Trifelium repens, Medicago truncatula, Medicago sativa
Vicieae® - Ficia faba, Vicia villosa, Vicia sativa, Vicia hirsuta,
Ciciereae  Vicia narbonensis, Lens cufinaris, Pisum mi‘n "M
Hedysareae* - Onebrychis viciifolia

Carmichaelieas

Millettticae-2

Loteae - Lotus bertolotii

R.obinieae @
Phaseoleae - Phaseolus coccineus

Psoraleae - Glycine max*®
Desmodieae

Millettieae- |

Indigofereae

Bossiaeae, Mirbelieae
Sophoreae-3
Aeschynomeneae
Adesmieae

Dalbergicae

Amorpheae
Genisteae - Lupinus polyphyllus, Lupinus angustifolius @
Crotalaneae, Podalyrieae

Sophoreae-2, Thermopsideae
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| [Sophoreae-2, Swartzieae

I Dy plerygeae

LJZF

IiC au;a]pmuau,—l
Cassicae-4

2— Caesalpinieae-2
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Abbildung F.1: Einordnung der im Western Blot getesteten Arten in die Phylogenie der Leguminosen.
Dargestellt ist die Phylogenie der Leguminosen, wie sie anhand von rbcL-Sequenzdaten aufgestellt wurde
(Doyle et al., 1997). Alle Gruppen Uber der gestrichelten Linie gehdren zur gréfiten Unterfamilie, den
Papilionoideae, unter der Linie zu den Caesalpinioideae und Mimosoideae. Die Namen der Triben sind in den
Félen, in denen sie aus nicht verwandten Abstammungen bestehen, mehrfach verwendet (zum Beispiel
Caesalpinieae). Fur die umrahmten Triben ist eine Nodulation nicht bekannt. Mdgliche unabhéngige
Urspriinge fur Nodulation, wie sie bel parsimoniérer Optimierung dieser Eigenschaft berechnet wurden, sind
durch vertikale, numerierte Balken gekennzeichnet. Die im Western Blot getesteten Arten sind ihren jeweiligen
Triben zugeordnet und durch Fettdruck hervorgehoben. Ihre jeweilige Knollchenform ist durch Symbole
dargestellt: langgezogene, indeterminierte Kndllchen (caesalpinioid); facherartige, indeterminierte Kndllchen
(crotalarioid); grof3e, runde, determinierte Knéllchen (desmodioid); grofle, unregelmdiig rund geformte,
indeterminierte Kndllchen (lupin). Abkirzungen: *, Triben, deren getestete Arten VFENOD18-immunoreaktive
Proteine nur im Kndllchen aufweisen; ¥, VFENOD18-immunoreaktive Proteine in allen getesteten Geweben
aulRer dem Kndllchengewebe. Nach Doyle (1998), modifiziert
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Zusammengenommen unterstiitzen die genomischen und immuncytochemischen Daten sowie
auch die Ergebnisse zu VFTENOD 18-homologen ESTSs, die Hypothese, dass Noduline vom Typ
ENOD18 in Leguminosen mit caesalpinioiden oder crotalarioiden indeterminierten Kndllchen
der Triben Trifolieae, Vicieae und Hedysareae eine Proteinfamilie bilden, deren
korrespondierende Gene wahrscheinlich aus einer allgemeinen Familie von Pflanzengenen zu
Nodulin-Genen evolvierten. Es ist denkbar, dass die treibende Kraft dieser evolutionédren
Entwicklung die besonderen regulatorischen und/oder physiologischen Bedingungen der
symbiontischen Stickstoffixierung waren. Auf Grund des Vorkommens homologer Proteine
sogar in den nicht-symbiontischen Geweben verwandter Arten (G. max) ist es wahrscheinlich,
dass nur die regulatorischen Sequenzen dieser Gene sie zu Nodulin-Genen machen, wie
vorgeschlagen durch Doyle (1994). Daher konnten weitergehende Studien zur Verbreitung
VfENOD18-homologer Gene und Untersuchungen der regulatorischen Sequenzen, die eine
Knollchen-spezifische Expresson von ENOD18-Genen vermitteln, neue Erkenntnisse zur
Evolution von Nodulingenen erbringen (siehe Ubersichtsartikel von Doyle, 1998; Gudltieri und
Bissaling, 2000; Nap und Bissaling, 1990).

F.1.2 VfENODI18 hat eine Funktion in der funktionellen Phase des Kndllchens im
Cytoplasma der infizierten Zellen der Stickstoff fixierenden Zonelll

Die lichtmikroskopische Lokalisation des VFENOD18-Proteins in der Stickstoff fixierenden
Zone |11 von V. faba Wurzelkndllchen legt eine Funktion des Proteins wahrend der funktio-
nellen Phase der Stickstoffixierung nahe. Diese Lokalisation steht in Ubereingtimmung mit der
Lokalisation der VIENOD18-Transkripte in ,, Tissue Print*-Hybridisierungen und der Aktivitét
des VTENOD18-Promotors in transgenen V. hirsuta Wurzelknéllchen (Hohnjec et al., 2000).
Die Lokaisierung des VIENOD18-Proteins in der Stickstoff fixierenden Zone 11l zeigt
deutlich, dass VIENOD18 weder an friihen Stadien der Infektion noch an der Organogenese
der Wurzelknollchen beteiligt ist, wie es zum Beispiel fur die Noduline ENOD12 (Bauer et al.,
1994; Journet et al., 1994) und Ripl (Peng et al., 1996) gezeigt wurde, da deren korrespon-
dierende Gene in Knollchen-Primordien, wie auch in Wurzelhaaren exprimiert werden. Es muss
daher betont werden, dass die Bezeichnung ,, VIENOD18" ausgehend von der Definition nach
van Kammen (1984) auf der ersten Detektion von VTENOD18-Transkripten beruht, welche in
V. faba Wurzelkndllchen einen Tag vor dem Beginn der Leghdmoglobin-Expression
nachgewiesen wurden (Hohnjec et al., 2000).

Die Lokalisation des VIENOD18-Proteins auf subzellulérer Ebene |8sst darauf schlief3en, dass
VTENOD18 eine Funktion im Cytoplasma der infizierten Zellen von Wurzelkndlichen erfillt.
Die infizierten Zellen in der Stickstoff fixierenden Zone von Leguminosen-Kndllchen zeigen
eine hohe Aktivitdét sowohl im Kohlenstoff- as auch im Stickstoff-Metabolismus (siehe
Ubersichtsartikel von Pawlowski, 1997). Es ist denkbar, dass VFENOD18 im Rahmen der
damit verbundenen spezifischen regulatorischen und physiologischen Anforderungen eine
Aufgabe zukommt.
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F.1.3 VIENODI18 ist ein ATP-bindendes Nodulin und ein neues, pflanzliches
Mitglied der bakteriellen ,, Mj0577 Superfamilie®

Nukleotid-Bindestudien zeigten, dass VIENOD18 ein ATP-bindendes Protein ist. Den Anstof
zu diesen Studien gaben die ausgepragten Homologien der abgeleiteten VIENOD18-Amino-
sduresequenz zum Methanococcus jannaschii Protein Mj0577, fur das eine ATP-Bindeféhig-
keit nachgewiesen worden war (Zarembinski et al., 1998). Die Kristallstruktur dieses
bakteriellen ATP-bindenden Protein-Dimers weist zwei gebundene Molekile ATP auf. Die
Nukleotid-Bindetaschen des Mj0577-Proteins sind von Sequenzmotiven umgeben, die nur
eingeschrénkte Ahnlichkeit zu Motiven haben, die man blicherweise unter ATP-bindenden
Proteinen findet (Patel und Latterich, 1998; Traut, 1994; Walker et al., 1982). Auf Grund der
hohen Divergenz der sequenziellen Anordnung der Motive und der Absténde zwischen ihnen
im Vergleich zu anderen ATP-bindenden Proteinen, kamen Zarembinski und Mitarbeiter zu
dem Schluss, dass diese Struktur eine neue Familie von ATP-bindenden Proteinen reprasentiert
(Zarembinski et al., 1998). Zusammen mit weiteren zu Mj0577 homologen hypothetischen
Proteinen von Archaebakterien wird sie as ,Mj0577 Superfamilie“ bezeichnet. Somit ist
VTENOD18 als neues, pflanzliches Mitglied der ,,Mj0577 Superfamilie* anzusehen.

ATPase Aktivitétstests zeigten, dass rekombinantes VFENOD18 allein die Hydrolyse von ATP
nicht katalysiert. Das gleiche Fehlen von ATPase-Aktivitdt wurde jedoch auch fur das
rekombinante Mj0577-Protein festgestellt (Zarembinski et al., 1998). Interessanterweise fhrte
die Zugabe eines M. jannaschii Zellextraktes zu einer ATPase-Aktivitdt von Mj0577, was
darauf hinweist, dass dieses Protein ein oder mehr [6dliche Komponenten des Zellextraktes
benétigt, um seine immanente ATPase-Aktivitdt zu ermdéglichen. Daher ist es moglich, dass
eine ATPase-Aktivitat des VIENOD18-Proteins ebenfalls von Komponenten der infizierten
Zdlen von V. faba Knollchen abhéngig ist. Hierbei kdnnte es sich in Analogie zu den GTPase-
aktivierenden Proteinen, die die GTPase-Aktivitét kleiner G-Proteine anregen (Borg et al.,
1999; Scheffzek et al., 1998), um ein oder mehrere ATPase-aktivierende Proteine handeln.
Solche Komponenten muissten identifiziert und analysiert werden, um die zellulére Funktion
von VfENOD18, mdglicherweise als Tell der intrazelluldren Signaltransduktion in
Wurzelkndllchen, genauer bestimmen zu konnen. Erste Erkenntnisse zur Kndllchen-
spezifischen Signaltransduktion und daran beteiligten Transkriptionsfaktoren werden gerade
erst gewonnen. Dazu zéhlen unter anderem die MADS-box Gene nmh7 und nmhC5 aus
Medicago sativa (Heard et al., 1997; Heard und Dunn, 1995), die RacGTPase LjRac2 aus
Lotus japonicus (Borg et al., 1999) sowie das ninl-Gen aus L. japonicus, das fur einen
potentiellen Transkriptionsfaktor kodiert und fir die Bildung von Infektionsschlduchen und die
Initiation von Knollchenprimordien bendtigt wird (Schauser et al., 1999). VIENOD18 als ein
Mitglied einer neuen Familie von ATP-bindenden Proteinen in Pflanzen ist moglicherweise ein
weiterer molekularer Schalter, der an der Signaltransduktion in Wurzelkndllichen beteiligt ist.
Als en Schritt hin zur Verifizierung dieser Hypothese empfiehlt sich in zukinftigen Arbeiten
eine genaue Analyse der moglichen ATPase-Aktivitdt von VIENOD18.
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F.2 Die Ca?*-bindenden modularen Noduline VINOD28/32

Die sechs V. faba Transkripte VINOD28/32 kodieren fir sechs verschiedene Noduline, die aus
einer unterschiedlichen Anzahl von zwei Arten repetitiver Sequenzmodule flankiert von
einzelnen N- und C-terminalen Modulen bestehen (Kuster et al., 1994). Die Transkripte, die
vermutlich das Produkt eines alternativen Spleif3vorganges sind, wurden in der zentralen
Region von Ackerbohnenkndlichen lokalisiert (Kuster et al., 1996). In Ubereinstimmung mit
diesem Ergebnis war der VINOD28/32-Promotor in der zentralen Region von transgenen
Kndllchen an haarigen Wurzeln von V. hirsuta aktiv (Kuster et al., 1999). Es ergibt sich somit
ein abgerundetes Bild auf der Ebene der Genexpression fur die modularen Noduline
VINOD28/32. Zur moglichen Funktion dieser Proteine gab es bisher keine Daten. Kiss et al.
(1990) postulierten in diesem Zusammenhang fur das homologe modulare Nodulin Nms-25 aus
M. sativa eine Lokalisation im Peribakteroidraum. Ein Zidl dieser Arbeit war es daher, durch
die Lokalisation und biochemische Analyse der modularen Noduline VINOD28/32 zur
Aufkl&rung der mdglichen Funktion dieser Proteine in Kndllchen der Ackerbohne beizutragen.
Hierzu wurde mit VINOD32a die grofdte der sechs Isoformen zur Analyse ausgewahit.

F.2.1 Das Fusionsprotein HisVfNOD32a ist ein stark saures Protein mit
anormalem Laufverhalten in der SDS-DISKPAGE

Die Expression des rekombinanten His-VfNOD32a in E. coli und seine nachfolgende Auf-
reinigung resultierten in einer Proteinfraktion mit His-VfNOD32a und seiner N-terminal um 15
Aminosauren verkirzten Form VINOD32a*. Auffallend war, dass dieses vermutlich aus einer
endogenen Proteolyse resultierende verkirzte Protein trotz des Fehlens des His-Tags bel der
Affinitats-Chromatographie an Ni-NTA Harz zusammen mit HisVINOD32a aufgereinigt
worden war. Hier war es entweder zur Bildung von Di- bzw. Multimeren zwischen His-
VINOD32a und VINOD32a* gekommen oder die verkirzte Form des Fusionsproteins war
auch ohne His-Tag in der Lage, an die komplexierten Ni-lonen der Affinitétsmatrix zu binden.
Die gemeinsame Elution der beiden Proteine in der nachfolgenden Gelfiltration macht die
Bildung von Multimeren wahrscheinlicher, obwohl auch eine Interaktion der Proteine Uber eine
Bindung an zweiwertige Kationen denkbar ist.

Das ungewohnliche Laufverhalten des Proteins VINOD32a in der SDS-DISKPAGE war be-
reits aus Erfahrungen mit Fusionsproteinen aus meiner Diplomarbeit bekannt Becker (1996).
Kuster et al. (1994) berichten in ihrer Analyse der VfNOD28/32-Aminosauresequenzen von
einem hohen Anteil an geladenen Resten bei neutralem pH. Fir die prozessierte Form des
Nodulins VINOD32a errechneten sie eine Gesamt-Nettoladung von -20 mit einem daraus
resultierenden sauren isoelektrischem pH (pH;)-Wert, der laut Computeranalyse 4.5 betragt.
Ferner konnte die stark negative Gesamt-Nettoladung auf die Présenz der , Repetition 2°-
Sequenzmodule zurtickgeftihrt werden, die zwar insgesamt 13 negativ geladene AS-Reste
enthielten, aber keine positiv geladenen Seitenketten.
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Ein Vergleich mit anderen Proteinen, die ebenfalls in der SDS-DISKPAGE zu hoch bandierten,
lasst klare Parallelen erkennen. So berichten Takano et al. (1988) von zu hoch bandierenden
Proteinen mit bis zu 23.5 % Gehalt an sauren Resten, Graceffa et al. (1988) von bis zu 34.8 %
und Kleinschmidt et al. (1986) von 25.8 %. In letzterem Fall bandierte das Protein bel ca. 110
kD in der SDS-DISKPAGE, wéahrend die Computeranalyse der AS-Sequenz eine molekulare
Masse von 64.8 kD voraussagte. In diesem Zusammenhang ist auch die Arbeit von Bryan
(1989) erwdhnenswert, der fir eine Reihe von Proteinen eine lineare Relation zwischen dem
Gehalt an sauren AS-Resten und einer anormalen Migration zeigen konnte.

Das ungewdhnliche Laufverhalten des His-VfNOD32a-Fusionsproteins |ésst sich aso hdchst-
wahrscheinlich auf einen Sequenzbereich in der VINOD32a-Doméne zurlckfihren, der sich
durch einen sehr hohen Gehalt an sauren Aminosaureresten und eine stark negative Gesamt-
Nettoladung auszeichnet. Neben dieser Moglichkeit, dass das abnorme Laufverhalten des
Fusionsproteins auf eine in Teilbereichen verminderte Bindung von SDS, ausgel6st durch die
AbstoRungskréfte der partiell stark negativen Sequenzbereiche zurtickzufiihren ist, ist es aber
auch maoglich, dass das Fusionsprotein eine hochasymmetrische Sekundérstruktur aufweist, die
auch durch die denaturierenden Bedingungen der SDS-DISKPAGE nicht vollstandig aufgel st
werden kann.

F.2.2 Das Kndllchen-spezifische, modulare Nodulin VINOD32a wird in einzelnen
Kndllchen einer Ackerbohne unterschiedlich stark exprimiert

Die unter Einsatz des rekombinanten His-VINOD32a gewonnenen polyklonalen Antikorper
wiesen trotz Aufreinigung Nebenaktivitdten oder Kreuzreaktionen mit Antigenen in Protein-
extrakten von Rhizobium leguminosarum und E. coli auf. Um insbesondere die Gefahr von
Kreuzreaktionen zu verringern, wurde daher eine Peptid-Immunisierung gegen enen
Sequenzabschnitt aus dem letzten repetitiven VINOD32a-Sequenzmodul in Auftrag gegeben.
Auf Grund des modularen Aufbaus der VINOD28/32-Proteine sollte dieser Peptid-Antikorper
theoretisch in der Lage sein, auch die Isoformen VINOD28, VINOD30a und VfNOD31 zu
detektieren.

Die aufgereinigten VINOD32aE15 Antikorper detektierten Proteine ausschliefdich in
Proteinextrakten aus V. faba Knollchengewebe und nicht in Extrakten anderer Gewebe der
Ackerbohne. Dieses Ergebnis steht in Ubereingtimmung mit dem auf Transkriptebene fir
VINOD28/32 gefiihrten Nachweis ausschliefdich im Kndllchengewebe (Kuster et al., 1994)
und unterstitzt die Klassifizierung der abgeleiteten Proteine als Noduline. Das Auftreten
mehrerer Banden im Western Blot mit Ackerbohnenextrakt aus Knollchengewebe konnte auf
die Detektion der verschiedenen Isoformen der modularen Noduline VINOD28/32 zurtick-
zufiihren sain, ist aber mit den vorliegenden Daten nicht schliissig zu beweisen. So ist es zum
Beispiel auch denkbar, dass es sich bel dem am hdchsten bandierenden detektierten Protein in
Abbildung E.14 um das modulare Nodulin VINOD32a inklusive N-terminalem Signal peptid
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handelt und bel der prominenten Bande darunter um seine verkirzte Form ohne Signal peptid.
Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass detektierte Proteine auf eine Degradation
des VINOD32a-Proteins zurlickzuftihren sind.

Ein Western Blot mit Proteinextrakten aus Einzelkndllchen einer Ackerbohnenpflanze lief3
keine Unterschiede im Expressionsmuster im Bezug auf die mogliche Expression verschiedener
Isoformen in verschiedenen Kndllchen erkennen. Das fast vollige Fehlen eines Signals in eéinem
der finf Kndllchenextrakte zeigte aber, dass zumindest die Transkription oder Trandation des
modularen Nodulins VINOD32a in den Kndllchen einer einzelnen Ackerbohnenpflanze nicht
gleich ist. Dabel konnte das Alter des einzelnen Kndllchens von Bedeutung sein (zum Beispiel
fortgeschrittene Seneszenz), aber auch spezifische biotische oder abiotische Faktoren, die im
Wurzelsystem einer Pflanze sicherlich ortlichen Schwankungen unterliegen.

F.2.3 VfNOD32a-immunoreaktive Proteine konnen in Knéllchen von Vicia sativa
nachgewiesen werden

Frihere Arbeiten flhrten zur Isolierung von Transkripten, die fir Proteine mit ebenfalls
modularem Aufbau in Galega orientalis (S. Kaijalainen, University of Helsinki, personliche
Mitteillung), V. hirsuta (Klster et al., 1999), M. truncatula (H. Kuster, Universitdt Bielefeld,
personliche Mitteilung) und M. sativa (Kiss et al., 1990) kodieren. Die versuchte Detektion
von homologen modularen Nodulinen im Western Blot mit verfigbaren Gesamtprotein-
extrakten aus Kndllchen von M. truncatula, M. sativa, Phaseolus coccineus und V. sativa
unter Einsatz der aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikorper flhrte nur im Fall von V. sativa
zu Signalen. Die Hohe der Bande lasst darauf schlief3en, dass es sich bel den detektierten
Proteinen um immunoreaktive Proteine mit einer hoheren molekularen Masse as die modu-
laren Noduline VINOD28/32 handelte oder um Proteine, deren Gesamtnettoladung noch ne-
gativer as die der VINOD28/32-Proteine war, was moglicherweise zu einer Verstarkung der
anormalen Migration in der SDS-DISKPAGE fuhrte (Bryan, 1989). Das grof3ere der beiden
VTNOD28/32-homologen Transkripte aus V. hirsuta, VhNOD28/32-A10 (KUster et al., 1999),
kodiert trotz Fehlens des Startcodons in der isolierten Sequenz fir ein Protein mit einer
theoretischen molekularen Masse von 43.6 kD und einem pH;i-Wert von 4.5. Es konnte also
aus einer der Ackerbohne eng verwandten Art bereits ein Transkript isoliert werden, das fur ein
VTNOD28/32-homologes modulares Nodulin mit wahrscheinlich deutlich hoherer molekularer
Masse als 32 kD kodierte, bel gleichzeitiger Beibehaltung des pH;-Wertes im Vergleich zum
VINOD32a-Protein. Diese Daten machen es wahrscheinlich, dass es sich bei den im V. sativa
Knollchen-Gesamtproteinextrakt detektierten Proteinen um VfNOD28/32-homologe Proteine
mit einer htheren molekularen Masse a's 32 kD handelt.

Das Ausbleiben einer Detektion von homologen Proteinen in den Knollchen-Gesamtprotein-
extrakten von M. truncatula und M. sativa ist sehr wahrscheinlich darauf zurlickzufUhren, dass
der Sequenzabschnitt, den die aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikorper detektieren, in den
abgeleiteten Aminosduresequenzen dieser Medicago-Transkripte sehr schlecht konserviert ist.
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Peptid-Antikorper gegen spezifische Sequenzabschnitte der kodierten modularen Noduline
wirden vermutlich auch in diesen Arten zu einer efolgreichen Detektion fuhren. Zum
eventuellen Vorkommen von VNOD28/32-homologen Nodulinen in den determinierten
Kndllchen von P. coccineus lasst sich keine Aussage treffen, da bis heute keine VINOD28/32-
homologen Transkripte aus dieser Leguminose oder aus anderen Leguminosen, die
determinierte Wurzelkndllchen ausbilden, isoliert wurden.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass die Detektion von Proteinen durch die
aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikorper in Kndllchen von V. sativa den ersten Beweis fir
das VVorkommen von Proteinen des Typs NOD28/32 in anderen Leguminosen darstellt.

F.2.4 Fungieren die modularen Noduline als Ca*-bindende Proteine im
Peribakter oidraum?

Bel der Lokalisation des VINOD32a-Proteins beziehungsweise der durch die aufgereinigten
VINOD32a-E15 Antikorper detektierten Isoformen der modularen Noduline auf longitudinalen
Ultra-DUnnschnitten von V. faba Kndllchen traten Signade im Cytoplasma der infizierten
Zéellen, im Peribakteroidraum und in den Bakteroiden auf. Die modularen Noduline weisen ein
N-terminales potentielles Signalpeptid auf, welches in E. coli in der Lage ist, den Export einer
C-terminalen trandatorischen Fusion der VINOD31-Sequenz mit einem phoA-Reportergen
Uber die periplasmatische Membran zu vermitteln (Kuster, 1995c). Diese Signalsequenz kénnte
also wie von Kister et al. (1994) postuliert auch den Export der modularen Noduline aus dem
Cytoplasma der infizierten Zellen Uber die Peribakteroidmembran in den Peribakteroidraum
vermitteln. Ein Signalsequenz-vermittelter Export in den Peribakteroidraum wurde auch fur
das VINOD28/32-homologe Protein Nms-25 aus M. sativa vorgeschlagen (Kiss et al., 1990).
Eine Aufnahme der prozessierten Formen der modularen Noduline in die Bakteroide zum
Beispiel Uber ein bisher nicht identizifiertes Signalpeptid im C-terminalen Modul wére denkbar,
ist aber mit den vorliegenden elektronenmikroskopischen Aufnahmen nicht zu beweisen. Da
aber die unspezifische Bindung von IgGs im Cytosol von Bakteroiden schon bei der
subzelluldren Lokalisation des VFENOD18-Proteins auftrat und auch aus anderen Studien
bekannt ist (Fedorova et al., 1999), handelt es sich moéglicherweise auch hier um unspezifische
Signale. Western Blots mit Extrakten von isolierten Symbiosomen und Bakteroiden aus
Ackerbohnenknéllchen unter Einsatz der aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikorper kénnten
entscheidend zur Validierung der aus den elektronenmikroskopischen Analysen vorliegenden
Ergebnisse beitragen.

Kuster et al. (1996) hatten in Anlehnung an das Calcium-bindende, modulare ARP-Protein aus
Euglena gracilis (Gumpel und Smith, 1992) postuliert, dass die modularen Noduline
VINOD28/32 auf Grund ihrer stark negativen Gesamtnettoladungen ebenfalls as lonen-
bindende Proteine fungieren kénnten. Ein *Ca’*-Bindungstests zeigte, dass das rekombinante
Protein His-VfNOD32a und seine N-terminal verkiirzte Form VfNOD32a* Ca’*-lonen binden
koénnen. Konnte die Bindung bel HissVINOD32a noch auf die Fahigkeit des His-Tags, zwei-
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wertige Kationen zu binden, zurtickzufihren sein, so fehlt dieser bel der verkirzten Form des
Proteins. Eine Bindung musste hier somit an den repetitiven Modulen oder am C-terminalen
Modul erfolgt sein. Es muss hervorgehoben werden, dass es nicht ausgeschlossen werden
kann, dass die modularen Noduline auf Grund ihrer stark negativen Gesamtladung generell
zweiwertige Kationen binden kénnen und keine besondere Préferenz firr Ca’*-lonen aufweisen.
Der mdglichen Bindung von Ca* durch die modularen Noduline im Peribakteroidraum kénnte
jedoch eine interessante physiologische Rolle zukommen. Die Untersuchungen von Izmailov et
al. (1999) an Ackerbohnenkndlichen haben gezeigt, dass eine verhdtnismaig hohe
Konzentration von Calcium-lonen auf der Oberfléche der dem Cytoplasma der Pflanzenzelle
zugewandten Seite der Peribakteroidmembran und im Cytoplasma der Bakteroiden zu finden
ist. Die Konzentration von Calcium-lonen im Peribakteroidraum ist hingegen relativ gering.
Die weiterfuhrenden Arbeiten von Andreev et al. (1999) belegen die Existenz einer ATP-
abhéngigen Ca*-Pumpe in der PBM, die fir den Import von Ca* in den Peribakteroidraum
sorgt. In diesem Zusammenhang wird eine Beteiligung der Symbiosomen an der Regulation
des cytoplasmatischen Ca’*-Niveaus in den infizieten Zellen postuliert. Versuche an
funktionell aktiven Symbiosomen der Sojabohne belegen, dass ein Energie-abhangiger
Ammoniumtransport von den Bakteroiden Uber die PBM in das Cytosol der infizierten Zellen
nur bei einer relativ geringen Ca’*-Konzentration im Peribakteroidraum auftritt und bei
mikromolaren Konzentrationen dieses Kations fast vollstéandig blockiert ist (Tyerman et al.,
1995). Welche Rolle kdnnten die modularen Noduline der Ackerbohne vor dem Hintergrund
dieser Resultate spielen? Durch die Bindung von Ca’*-lonen im Peribakteroidraum konnten sie
dazu beitragen, die Konzentration an freien Cacium-lonen im Peribakteroidraum der
Symbiosomen gering zu halten, um den Transport des fixierten Stickstoffs in Form von
Ammonium vom Mikrosymbionten zum Makrosymbionten zu gewéhrleisten. Unter der
Voraussetzung, dass die unterschiedlich grof3en Isoformen durch die divergierende Anzahl
ihrer repetitiven Typl-Module auch eine unterschiedliche Bindekapazitét fur Calcium-lonen
aufweisen, konnte die Pflanze mittels alternativen Spleiffens die Abundanz der einzelnen
|soformen der modularen Noduline und somit die Konzentration an freien Ca®*-lonen im Peri-
bakteroidraum feinregulieren. Méglicherweise konnte die Pflanze so Uber die Beeinflussung
des Ammoniumtransports auch auf die Rate der Stickstoffixierung durch den Mikrosymbionten
einwirken. Eine Verringerung der Expression der modularen Noduline hétte dann zum Beispiel
durch das Ausbleben ener Bindung von C& an die modularen Noduline im
Peribakteroidraum eine Erhdhung der Konzentration an freien Calcium-lonen in diesem
Kompartiment zur Folge, was wiederum zur Verringerung des Ammoniumtransports fihren
wurde und letztlich Gber eine Akkumulation des fixierten Stickstoffs zu einer Herabsetzung der
Stickstoffixierungsrate der Bakteroide fuhren kdnnte. In diesem Zusammenhang wurde fir R.
leguminosarum Bakteroide nachgewiesen, dass ihre Nitrogenase-Aktivitdt dem sogenannten
Ammonium , switch off*-Effekt unterliegt (Laane et al., 1978). Hierbei verursacht eine
Akkumulation von Ammonium eine kovalente Modifikation der Dinitrogenase-Reduktase, was
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den Verlust der Enzymaktivitdt zur Folge hat. Dieser Vorgang ist reversibel und stellt somit
eine schnelle Methode dar, den ATP-Verbrauch durch die Nitrogenase zu kontrollieren.

Vor dem Hintergrund einer hohen Ca™*-Konzentration in den Bakteroiden (Izmailov et al.,
1999) der Ackerbohne ist es jedoch ebenfalls denkbar, dass die modularen Noduline
VNOD28/32 Ca*-lonen im Peribakteroidraum binden und zu den Bakteroiden transportieren,
wo es dann zum Import nur der Calcium-lonen oder der mit Cacium beladenen Noduline
kommen konnte.

F.2.5 Aushlick auf weiterfiihrende Arbeiten zu den modularen Nodulinen

Die zuletzt angefiihrten Uberlegungen machen deutlich, dass eine Absicherung der subzellu-
laren Lokalisierung der modularen Noduline von grofiem Wert ist. Hierzu sollten Protein-
extrakte von isolierten Symbiosomen und von isolierten Bakteroiden im Western Blot unter
Einsatz der aufgereinigten VINOD32a-E15 Antikorper auf das Vorkommen der modularen
Noduline hin Uberprift werden. Eine etwaige Préferenz des VINOD32a-Proteins fir eine Bin-
dung von Ca™*-lonen kénnte mittels weiterer Bindungstests mit dem rekombinanten Protein
und den radioaktiven Isotopen anderer zweiwertiger Kationen tberpriift werden.

F.3 DasNodulin VINOD32

Die VINOD32-Aminosiuresequenz zeigt starke Homologien zu dem Vicia narbonensis
(a/b)s-Barrel Samenprotein Narbonin und enthdlt zwei konservierte Motive, die charakte-
ristisch fir Klasse-Ill-Chitinasen sind (Perlick et al., 1996a). S. C. Frosch (Universitét
Bielefeld) hat das VINOD32-Protein im Rahmen seiner Doktorarbeit in E. coli exprimiert und
nach Aufreinigung zur Gewinnung polyklonaler Antikorper eingesetzt (Frosch et al., 2001). Er
konnte zeigen, dass das Nodulin zwar Kndllchen-spezifisch exprimiert wird, aber nur in etwa
jeder funften Ackerbohnenpflanze. Enzymatische Assays mit dem Ziel, eine Chitinase-ghnliche
Funktion des Proteins nachzuweisen, fuhrten zu keinem positiven Ergebnis (Frosch et al.,
2001). Hinweise auf eine mogliche Funktion dieses Nodulins erwartete man daher von einer
Lokalisation in Ackerbohnenknollchen auf zellul&rer und subzellulérer Ebene.

F.3.1 VINOD32 kommt eine vermutlich nicht essentielle Funktion in der
Stickstoff fixierenden Zone von Acker bohnenkndllchen zu

Fur eine erfolgreiche Lokalisation des Nodulins war zunéchst die Identifikation von
VTNOD32a-Produzenten, also Pflanzen, die das Nodulin exprimieren, notwendig. Obwohl sie
keine phanotypischen Unterschiede aufwiesen, waren in diesem Fall nur 2 von 12 Pflanzen
VINOD32-Produzenten. Alle 12 Pflanzen zeigten hingegen eine anndhernd gleich starke
Expression von VFENOD18. Dem Nodulin VINOD32 kommt in Ackerbohnenknolichen also
offensichtlich keine essentielle Funktion zu.
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Aufgereinigte VINOD32-spezifische Antikorper detektierten VINOD32 in immunologischen
Tissue-Prints im zentralen Knollchengewebe und dort in der Stickstoff fixierenden Zone 111
und moglicherweise schon in der Interzone I1-111. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des
Western Blots zeigten Tissue-Prints mit Knéllchen von Pflanzen, die as VINOD32-
Nichtproduzenten identifiziert worden waren, keine Signale. Albus (1996) hatte im Rahmen
ihrer Diplomarbeit bereits einen immunologischen Tissue-Print unter Verwendung des nicht
aufgereinigten VINOD32-Antiserums gemacht und die Ergebnisse deuteten auf eine Lokalisa-
tion von VINOD32 ausschliefdich im Cortex der Knéllchen hin. Diese neue Lokalisation und
die Identifikation von VfNOD32-Nichtproduzenten machen es sehr wahrscheinlich, dass das
von ihr untersuchte Knollchen von einer solchen Nichtproduzenten Pflanze stammte und es
sich bei den vermeintlichen Signalen lediglich um unspezifischen Hintergrund durch das nicht
aufgereinigte Antiserum handelte. Die Lokalisation von VINOD32 im zentralen Gewebe steht
in Ubereinstimmung mit der Lokalisation der VINOD32-RNA (Perlick et al., 1996a) und
unterstreicht, dass das VINOD32-Protein eine Funktion in der funktionellen Phase von Acker-
bohnenkndllchen haben kdnnte.

Unter Einsatz der aufgereinigten VINOD32-spezifischen Antikorper konnte VINOD32 in
Ultra-Dunnschnitten von Ackerbohnenknélichen im Cytoplasma der infizierten und nicht
infizierten Zellen lokalisiert werden. Die hohe Signaldichte ist in guter Ubereinstimmung mit
dem Ergebnis, dass dieses Protein in VINOD32-Produzenten bis zu 10 % des gesamten
Proteingehalts der Knollchen ausmacht (Frosch et al., 2001). Die Lokalisation von VINOD32
im Cytoplasma der Zellen wirde fir eine enzymatische Funktion des Proteins und gegen eine
blof3e Funktion als Strukturprotein oder Speicherprotein sprechen (Frosch et al., 2001). Trotz
dieser erfolgreichen Lokalisationsstudien ergaben sich aber aus ihnen keine entscheidenden
Hinweise auf die Art dieser eventuellen Funktion.

F.4 DasLeghamoglobin VfLb29

Das Leghamoglobin VfLb29 zahlt zu den wenigen bisher identifizierten Nodulingenen, die
sowohl in der Knollchensymbiose als auch in der Mykorrhiza verstérkt exprimiert werden
(Albrecht et al., 1999; Frihling et al., 1997). So konnten in Northern- und Southnorthern-
Versuchen mit V. faba Geweben und den vier bisher bekannten Leghamoglobin-Transkripten
der Ackerbohne (VfLb29, VTLbB, VfLbK und VfLb49) zwar alle vier Transkripte in Knéllchen
nachgewiesen werden, nur VfLb29 war jedoch zusétzlich auch noch in mykorrhizierten
Wurzeln induziert (Frihling et al., 1997). Es wurde postuliert, dass dem VfLb29-Protein in
mykorrhizierten Wurzeln eine Rolle bel der Sauerstoffversorgung fir die Atmungskette des
Mikrosymbionten zukommen konnte. Eine Lokalisation des Proteins in mit G. fasciculatum
infizierten Wurzelzellen der Ackerbohne wirde diese Hypothese untermauern. Daher war ein
Tellbereich dieser Arbeit der Gewinnung von VfLb29-spezifischen Antikorpern und dem
Versuch gewidmet, das VfLb29-Protein in V. faba Geweben nachzuwei sen.
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F.4.1 VfLb29 kann mit einem VfLb29-Peptid spezifischen Antikorper in Vicia
faba Kndllchen und mykorrhizierten Wurzeln nicht nachgewiesen werden

Um eine eindeutige Detektion des VfLb29-Proteins auch in Ackerbohnenkndllchen zu
gewdhrleisten, sollten die Antikorper nach Moglichkeit so spezifisch fur dieses Protein sain,
dass sie andere Leghamoglobine der Ackerbohne nicht detektierten. Daher kam die Gewinnung
polyklonaler Antikorper gegen ein rekombinantes VfLb29-Protein nicht in Frage. Ein
synthetisches Peptid, das einen Sequenzbereich der VfLb29-Aminosduresequenz mit verhalt-
nismadig geringer Homologie zu den anderen drei abgeleiteten Leghamoglobinsequenzen
reprasentierte, konnte aber erfolgreich zur Gewinnung eines VfLb29-Antiserums eingesetzt
werden. Aufgereinigte, VfLb29-Peptid spezifische Antikorper detektierten zwar rekombinantes
V{Lb29, aber in Proteinextrakten aus Knollchen und mykorrhizierten Wurzeln der Ackerbohne
wurde kein VfLb29 detektiert. Parallelversuche unter Einsatz eines gegen Leghadmoglobine der
Erbse gerichteten Antiserums zeigten aber durch ihre Kreuzreaktion mit Proteinen des V. faba
Kndllchenextraktes, dass in den Knollchengeweben der Ackerbohne durchaus grofie Mengen
an Leghamoglobinen vorhanden waren. Obwohl die fehlende Detektion von VfLb29 in diesen
Proteinextrakten der Ackerbohne belegte, dass das Ziel eines VfLb29-spezifischen Antikorpers
erreicht wurde, warf sie doch vor alem die Frage auf, warum trotz der nachgewiesenen
V{Lb29-Transkripte in diesen Geweben das Genprodukt selbst nicht nachweisbar war.
Moglicherweise wird VILb29 nur unter besonderen physiologischen Bedingungen in Kndllchen
und mykorrhizierten Wurzeln der Ackerbohne exprimiert, zum Beispiel beim Auftreten von
anaeroben Bedingungen, die in einem Sauerstoffmangel fur den jeweiligen Mikrosymbionten
resultieren konnten. So wurde fur Gerste nachgewiesen, dass die Hamoglobin-Expression in
den Wurzeln durch Sauerstoffmangel induziert wird (Taylor et al., 1994). Diese Studie wirft
allerdings auch die Frage auf, ob das VfLb29-Gen unabhangig von einer Symbiose durch eine
Limitierung des Sauerstoffangebots aktiviert werden kann (Frihling, 1995).

Wahrend fir Hybridisierungen meist das Gewebe zahlreicher Pflanzen gepoolt werden muss,
um ausreichende Mengen an RNA zu erhaten, reichen bei Western Blot Experimenten
Proteinextrakte aus Einzelpflanzen, in diesem Fall sogar aus einzelnen Knéllchen, vollig aus.
Daraus resultiert die Gefahr, dass seltene Induktionsereignisse zwar auf Transkriptebene
detektiert werden, auf der Proteinebene aber nicht.

Northern Blot Analysen deuten auf eine deutlich stérkere Expression von VfLb29 in Kndllchen
as in mykorrhizierten Wurzeln der Ackerbohne hin (Frihling et al., 1997). Aus diesen
Analysen l&sst sich auflferdem ableiten, dass im Kndllchengewebe die Leghdmoglobingene
VTLDbB, VfLbK und VfLb49 jeweils stérker exprimiert werden als das VfLb29-Gen. In seltenen
Falen wird im Western Blot ein an der Membran gebundenes Protein von anderen Proteinen,
die auf derselben Hohe bandieren, Uberdeckt (D. Bartling, MBBL Bielefeld, personliche
Mitteilung). Die Leghdmoglobine bilden in der SDSDISKPAGE von Kndllchen-
proteinextrakten eine sehr prominente Bande in dem Bereich, in dem Proteine mit einer mole-
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kularen Masse von 10 bis 30 kD bandieren. Die hohe Konzentration von Leghamoglobinen an
dieser Stelle der Blotmembran konnte dazu gefiihrt haben, dass eine verhdtnismalidig geringe
Menge an VfLb29-Protein Uberdeckt wurde bzw. die VfLb29-Peptid spezifischen Antikérper
an einer Bindung sterisch gehindert wurden. Dies wirde aber trotzdem nicht die fehlende
Lokalisation von VfLb29 auf longitudinalen Ultra-Diinnschnitten von Ackerbohnenkndllchen
erklaren, denn in Ubereinstimung mit Untersuchungen in Knéllchen von Sojabohnen (Verma et
al., 1978), waren die nachweisbaren Leghamoglobine im gesamten Cytoplasma der infizierten
Zelen verteilt und somit fir eine Detektion leicht zugénglich. Die Lokalisationsstudien
sprechen aso eher fur ein Fehlen des VfLb29-Proteins in den untersuchten Acker-
bohnenkndllchen.

In diesem Zusammenhang muss auch die Méglichkeit in Betracht gezogen werden, dass eine
posttranskriptionale Regulation der VfLb29-RNA die Absenz des Proteins bewirken kénnte.
Eine Regulation auf dieser intermedidren Ebene wurde bereits fir eine ganze Reihe von
Transkripten/Proteinen postuliert (Gitelman, 1997; Scholz et al., 1998).

F.4.2 Ausblick auf weiterfuhrende Arbeiten zu VfLb29

Die Expressionsdaten fur VfLb29 sollten durch Untersuchungen an Einzelpflanzen zum Bei-
spiel mittels RT-PCR abgesichert werden. Diese Methode kénnte auch dazu genutzt werden,
den Einfluss von abiotischen Faktoren auf die Expression von VfLb29 in V. faba Geweben zu
untersuchen. Sollte es dann gelingen, VfLb29-Protein mit Hilfe des Peptid-spezifischen
Antikorpers im Western Blot zu detektieren, kénnte sich eine subzelluldre Lokalisation der
Funktionsorte von VfLb29 in den beiden Symbiosen anschlief3en.

F.5 DasCamodulin-bindende Protein VfCaM BP1

Das VfCaMBP1-Gen wird in mykorrhizierten Wurzeln der Ackerbohne amplifiziert exprimiert;
in Wurzelknollchen der Ackerbohne hingegen deuten die Ergebnisse von Southnorthern-
Experimenten nur auf eine sehr schwache Expression hin (Frihling, 1995). Dieses
Expressionsmuster zog Arbeiten nach sich, die die Isolation eines vollstdndigen ViCaMBP1-
Transkripts zum Ziel hatten (Kriger, 1999; Strangmann, 1998), um nachfolgend eine
Charakterisierung des Genprodukts zu erméglichen.

Die Analyse der abgeleiteten Aminosduresequenz des vollsténdigen VfCaM BP1-Transkripts zu
Beginn dieser Arbeit fuhrte zur Identifikation homologer CaM-bindender Proteine mit bis dato
unbekannter Funktion. Da der stark homologe Bereich der Aminosauren 482 bis 500 der
ViCaMBP1-Sequenz sowohl die Kriterien fur das 1-8-14 Typ B Motiv fur Camodulin-
Bindung erflllte as auch fir die Aushildung einer basischen, amphiphatischen Helix, wurde die
Hypothese aufgestellt, dass es sich bel dem entsprechenden Abschnitt der ViCaMBP1-
Aminosauresequenz um eine CaM-bindende Doméne handelt und VfCaMBP1 somit as CaM-
bindendes Protein zu klassifizieren ist. Mit der Gewinnung von reinem rekombinanten His-
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VfCaMBP1DN durch Expression in E. coli und die nachfolgende Aufreinigung des Proteins
sowie dessen Einsatz zur Induktion eines VfCaMBP1-Antiserums (Pham, 1999) wurden die
Voraussetzungen fir eine Uberpriifung dieser Hypothese und einen immunhistochemischen
Nachweis von VICaMBPL1 in Gewebeextrakten der Ackerbohne geschaffen.

F.5.1 Charakteriserung der Calmodulin-bindenden Doméne von VfCaM BP1

In einem Bindungstest konnte gezeigt werden, dass aktiviertes Calmodulin aus V. faba Bléattern
spezifisch an das verkirzte rekombinante VfCaMBPL1DN-Protein binden kann. In einem
weiterfihrenden Experiment unter Einsatz von Camodulin und einem synthetischen Peptid
wurde bewiesen, dass die Calmodulin-bindende Doméne des VfCaMBP1-Proteins aus den
Aminosduren 482-500 der Aminosauresequenz gebildet wird. Die Bildung eines stabilen
Komplexes aus Calmodulin und Peptid in Gegenwart von 4 M Harnstoff 18sst den Riickschluss
zu, dass das Peptid mit einer Dissoziationskonstante von weniger as 100 nM an Calmodulin
bindet (Erickson-Viitanen und DeGrado, 1987). Dartiber hinaus deutete dieses Experiment auf
eine 1:3 bis 1:5 Stéchiometrie der Bindung von Calmodulin an das synthetische Peptid hin.
Andere pflanzliche Calmodulin-bindende Proteine wiesen jedoch in ghnlichen Experimenten mit
Calmodulin und synthetischen Peptiden eine Binde-Stochiometrie von 1:1 (Arazi et al., 1995,
2000) bzw. 1.2 auf (Reddy et al., 1996). Von besonderem Interesse ist in diesem
Zusammenhang die Calmodulin-bindende Doméane des VfCaMBP1-homologen Proteins
TCB60 aus Nicotiana tabacum (Lu und Harrington, 1994), deren Bindetest im
harnstoffhaltigen Gel auf eine 1:2 Stochiometrie schliefen liefd (Dash et al., 1997). Mehrere
Faktoren konnen bel dieser Art von Bindetest theoretisch eine Rolle spielen:

Die Qualitét des synthetischen Peptids beeinflusst die stdchiometrischen Berechnungen. Dasim
Bindetest eingesetzte synthetische Peptid hatte einen Reinheitsgrad von maximal 70 %, so dass
mindestens 30 % des eingesetzten Peptids kirzer as 19 Aminosduren waren und somit
wahrscheinlich eine unzureichende Konformation/Ladungsverteilung fir eine Bindung durch
Camodulin aufgewiesen haben. Eine HPL C-Untersuchung des Peptids in Losung (A. Becker,
Universitét Bielefeld), bestétigte diese Verunreinigungen durch unvollstandige Synthesepro-
dukte (Daten nicht gezeigt). Aul3erdem zeigten die HPLC-Daten, dass das Peptid in Lésung
einer Proteolyse unterworfen war, die den Anteil an vollstdndigem Peptid in Abhangigkeit von
der Zeit weiter reduzierte. Aber selbst die Berticksichtigung der Verunreinigungen in den
Berechnungen der Menge des eingesetzten Peptids wirde alenfalls zu einer Stéchiometrie von
1:3 fuhren.

Eine erfolgreiche Bindung des synthetischen Peptids kann von der Art des eingesetzten
Camodulins abhéngen. Bel der Mehrzahl von Bindungstests dieser Art mit pflanzlichen
Calmodulin-Bindedoménen wurde bisher wie auch hier heterologes Calmodulin aus Gehirnen
von Rindern eingesetzt (Arazi et al., 2000; Reddy et al., 1996). Neuere Untersuchungen in
Pflanzen haben aber zur Identifikation von Sequenzen gefihrt, die fir Calmodulin-Isoformen
und divergierende Calmoduline kodieren (Zielinski, 1998). Die Ahnlichkeiten zwischen den
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unterschiedlichen CaM-1soformen von zum Beispiel A. thaliana und G. max sind so grof3, dass
die Divergenz von CaM-Genen nicht auf diese Arten beschrénkt sein sollte (Kohler et al.,
1999). Eine ahnliche Divergenz wére somit auch fur V. faba denkbar. Méglicherweise haben
solche hypothetischen CaM-Isoformen aus V. faba auch eine divergierende Affinitét fur die
Calmodulin-Bindedoméne von VfCaMBPL. Unter Berticksichtigung der unter anderem fir
einige CaM-Isoformen von A. thaliana, G. max und der Kartoffel nachgewiesenen unter-
schiedlich starken Expression in verschiedenen Geweben und as Antwort auf externe Stimuli
(Leeet al., 1995; Takezawa et al., 1995; Zielinski, 1998) ist es nicht auszuschlief3en, dass eine
eventuelle V. faba CaM-Isoform mit der héchsten Affinitdt fir die Calmodulin-Bindedomane
von VfCaMBP1 im V. faba Calmodulin-Isolat aus Bléttern nur in geringem Mal3e enthalten
war, dafir aber im Wurzelgewebe, gegebenenfalls auch erst auf einen externen Reiz hin,
verstarkt exprimiert wird. Diese Uberlegungen filhren zu dem Schluss, dass eine verldlliche
Bestimmung der Binde-Stochiometrie und der Affinitdt von Calmodulin und Calmodulin-
bindender Doméne Experimente voraussetzt, die der Aufklérung der Frage dienen, ob es CaM-
Isoformen in V. faba mit unterschiedlicher Affinitét fir die CaM-bindende Doméne von
ViCaMBP1 gibt.

Dartiber hinaus muss die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass Phosphorylierungen in
und um die CaM-Bindestelle von VfCaMBP1 die Affinitdt des Proteins fur Camodulin
beeinflussen konnen, wie es auch fur andere CaM-bindende Proteine bereits nachgewiesen
wurde (Crivici und Ikura, 1995). Die Computeranayse der VfCaM BP1-Aminosauresequenz
fuhrte zur Identifikation einer potentiellen Phosphorylierungsstelle fur die Proteinkinase C
innerhalb der CaM-Bindestelle und von drei weiteren in ihrer unmittelbaren Nahe. Von
besonderem Interesse ist hierbel die mogliche Phosphorylierungsstelle unmittelbar N-terminal
zur CaM-Bindestelle, da diese als einzige auch in den homologen Proteinen aus Tabak, Mais,
der Kichererbse und der Ackerschmalwand konserviert war. Es ist nicht auszuschlief3en, dass
eine Phosphorylierung dieses Serinrestes an Position 176 der VfCaM BP1-Aminosiuresequenz
in Analogie zur CaM-Affinitétssteigerung der CaM-abhangigen Proteinkinase 11 bei Phospho-
rylierung eines Threoninrestes in der N-terminal zur CaM-Bindestelle gelegenen autoinhibito-
rischen Doméane (Colbran et al., 1989; Meyer et al., 1992) ebenfalls zu einer Steigerung der
CaM-Affinitat von ViCaMBPL1 fihrt.

F.5.2 Kein Nachweis von VifCaMBP1-Protein in Vicia faba - stark begrenzte
Expressionszeitraume, posttranskriptionale Regulation oder Proteolyse?

Die Detektion von E. coli Proteinen im Western Blot machte eine Aufreinigung des
ViCaMBP1-Antiserums notwendig. Die aufgereinigten VfCaMBP1-Antikorper detektierten
zwar spezifisch das rekombinante Protein VICaMBP1DN, aber im Western Blot mit Gesamt-
proteinextrakten sowohl aus mykorrhizierten Wurzeln als auch aus Kndllchen der Ackerbohne
war ebenso wie auf UltraDilnnschnitten von V. faba Kndllchen keine Detektion des
ViCaMBP1-Antigens moglich. Die von Frihling (1995) auf Transkript-Ebene gewonnenen
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Ergebnisse wiesen aber auf eine verstérkte Expression von VfCaMBP1 in mykorrhizierten
Wurzeln im Vergleich zu sterilen Wurzeln und Kndllchen hin. Wie l&sst sich diese Diskrepanz
erklaren?

Es muss an dieser Stelle hervorgehoben werden, dass die VICaMBP1-mRNA offensichtlich
nur sehr schwach exprimiert wird, was sich darin wiederspiegelt, dass das Transkript in
Northern Blots mit V. faba Geweben gar nicht detektierbar war, sondern erst in wesentlich
sensitiveren Southnorthern Blots (Friihling 1995). Die Expression von ViCaMBP1 kénnte aber
auch zusétzlich als Reaktion auf spezifische Reize zeitlich und raumlich stark begrenzt sein und
S0 eine Detektion des Proteins erschweren. So wurde zum Beispiel fur das Wurzel-exprimierte
und vor alem in der abgeleiteten Aminosauresequenz der CaM-Bindestelle stark homologe
Protein CBP-5 aus Z. mays auf Transkriptebene eine verstérkte Expression nach Stimulation
durch Wind festgestellt (Reddy et al., 1993). Die RNA-Menge des homologen TCB60 aus N.
tabacum hingegen wurde durch einen zweistindigen Hitzeschock um mindestens 70 %
reduziert (Lu und Harrington, 1994). Die abiotischen Faktoren Dunkelheit und Kélte flhrten
nicht zu einer Zunahme des VfCaMBPl1-Proteins in mykorrhizierten Wurzeln, die eine
Detektion des Proteins im Western Blot ermdglicht hétte. Es ist dennoch nicht auszuschliefen,
dass andere as diese beiden Reize zu einer Steigerung der Expression von ViCaMBPL fihren
konnen. Da VfCaMBP1-Transkripte sowohl in der Knollchensymbiose as auch in der
arbuskuldren Mykorrhiza der Ackerbohne nachweisbar sind (Friihling, 1995), spielt ein solcher
Reiz moglicherweise fir beide Symbiosen eine Rolle.

Eine mogliche schnelle Proteolyse des Proteins VfCaMBPL in den Zellen wirde seine
Detektion im Western Blot erschweren. Wie fir viele andere Calmodulin-bindende Proteine
(Barnes und Gomes, 1995) wurde auch in der VfCaMBP1-Aminosduresequenz eine PEST-
Sequenz gefunden, die das Protein potentiell anféllig fir eine Proteolyse durch endogene neu-
trale Proteasen bzw. das 26S-Proteasom machen (Rechsteiner und Rogers, 1996; Wang et al .,
1989). Schon bel seiner heterologen Expression in E. coli hatte die geringe Stabilitdt von
ViCaMBP1DN im Zellextrakt zu Problemen bel der Gewinnung ausreichender Mengen des
Proteins gefuihrt (Pham, 1999). Eine rasche Degradation von VfCaMBPL1 in vivo ist somit
nicht unwahrscheinlich.

Da der bisherige Nachweis von VfCaMBP1 in Geweben der Ackerbohne ausschliefdich auf
Transkriptebene erfolgt ist, kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die VICaMBP1-RNA
einer posttranskriptionalen Regulation unterworfen ist. Eine posttranskriptionale Inhibierung
der VfCaMBP1-RNA wirde die Diskrepanz zwischen nachweisbarer RNA und nicht
nachweisbarem Protein erkléren.

F.5.3 Mdgliche Funktionen von ViCaM BP1

ViCaMBPL ist nach heutigem Wissensstand das erste Calmodulin-bindende Protein, dessen
Transkripte in mykorrhizierten Wurzeln verstrkt exprimiert werden. Die Funktion des
Proteins wird vermutlich Uber die Bindung von Calmodulin an seine Calmodulin-bindende
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Doméne gesteuert und spielt so wahrscheinlich eine Rolle in der Verarbeitung von Ca’*-
Signalen in mykorrhizierten V. faba Wurzeln und mdglicherweise auch in Kndlichen der
Ackerbohne. Eine zusétzliche Steuerung tber die potentiellen Phosphorylierungsstellen in und
um die CaM-Bindestelle ist denkbar. Es wurden bereits eine ganze Reihe von Genen identifi-
Ziert, die auf gemeinsame Signaltransduktionswege in der AM-Symbiose und der Rhizobien-
Leguminosen Symbiose hindeuten. Hierzu zéhlen unter anderem die bekannten Gene
PSENODS und PSENOD12A (Albrecht et al., 1998), aber auch das kurzlich isolierte LjCpbl-
Gen, das interessanterweise fur ein Calmodulin-ghnliches Protein kodiert (Parniske, 2000;
Webb et al., 2000). Mdglicherweise ist VICaMBP1 ein weiteres Element in einem Signal-
transduktionsweg, der beiden Symbiosen gemeinsam ist.

Die abgeleiteteV/fCaM BP1-Aminosduresequenz weist ein potentielles Kernlokalisationssignal
auf. Sollte diese potentielle Signalsequenz tatséchlich den Transport des Proteins in den
Nukleus vermitteln, so wirde VfCaMBP1 eine Funktion im Zellkern zukommen. Obwohl
Calmodulin Ublicherweise als cytoplasmatisches Protein angesehen wird, konzentrieren sich
neuere Untersuchungen auch auf die Rolle von Camodulin und CaM-bindenden Proteinen im
Zellkern (siehe Ubersichtsartikel von Agell et al., 1998; Bachs et al., 1994). Neben der groRRen
Anzahl von im Zellkern lokalisierten CaM-bindenden Proteinen aus tierischen Systemen wur-
den mittlerweile auch einige wenige aus Pflanzen isoliert und charakterisiert. Dazu gehdren der
bZIP Transkriptionsfaktor TGA3 aus der Ackerschmalwand, der in vitro an den Promotor des
Cam-3 Arabidopsis-Camodulingens bindet (Szymanski et al., 1996) und eine Chromatin-
assoziierte NTPase aus der Erbse, die wie VICaMBPL ein ,bipartite nuclear localization
signal” aufweist und deren Expression lichtreguliert ist (Hsieh et al., 1996). Es gibt aber eine
ganze Reihe von Zellkern-spezifischen Funktionen, an denen VfCaMBP1 bei Import in den
Zellkern beteiligt sein konnte. So wurde fur Calmodulin in Tieren gezeigt, dass es an der
Regulation von Zellkernfunktionen wie DNA-Synthese, Mitose, Reparatur von DNA-Schaden
und der Genexpression beteiligt ist (siehe Ubersichtsartikel von Bachs et al., 1994; Zidinski,
1998).

F.5.4 Ausblick auf weiterfuhrende Arbeiten zu VfCaM BP1

Eine welterfihrende Charakteriserung der CaM-bindenden Doméne von ViCaMBPL ist
denkbar, erscheint vor der aktuelle Literaturlage aber nur sinnvoll, wenn sie die Identifikation
einer potentiellen CaM-Isoform aus V. faba mit der hochsten Affinitét fur die CaM-Bindestelle
von VfCaMBPl einschliefit. Mit deutlich weniger Arbeitsaufwand wéren sicherlich
Untersuchungen zu den potentiellen Phosphorylierungsstellen verbunden, deren tatséchliche
Phosphorylierung mittels Nachweis im Western Blot nach Phosphorylierung des rekombinan-
ten Proteins erfolgen konnte.

Vor alem ist jedoch die Aufklérung der genauen Funktion des Calmodulin-bindenden Proteins
VfCaMBPL1 von Interesse. Hierzu wére es zundchst sinnvoll, der Frage nachzugehen, ob es
sich bei der potentiellen Kernlokalisierungssequenz um eine aktive Signalsequenz handelt, die

142



DISKUSSION

tatsachlich einen Import in den Zelkern vermitteln kann. Eine einfache Methode, um die
Aktivitdt potentieller Kernlokalisationssignale auf der Basis ihrer Funktionalitét in Hefezellen
Zu testen, wurde erst kirzlich von Rhee et al. (2000) vorgestellt. Aulerdem ware es
winschenswert, das VfCaMBP1-Protein auf zellulérer und subzellulérer Ebene zu lokalisieren.
Dieses ware nicht nur ein anderer Ansatzpunkt, um die potentielle Kernlokalisation zu
untersuchen, sondern wirde auch der Klérung der Frage dienen, ob VfCaMBP1 nur in den
infizierten Zellen der mykorrhizierten V. faba Wurzeln exprimiert wird bzw. wie die
entsprechenden Verhdltnisse bei Expression des Gens in Zellen von V. faba Kndllchen sind.
Gegen VfCaMBP1-gerichtete Antikorper, die das rekombinante Protein VI CaMBP1DN spezi-
fisch detektieren, sind ein Ergebnis der vorliegenden Arbeit. In sich anschlief3enden Arbeiten
muissen jedoch zunéchst digjenigen Bedingungen gefunden werden, unter denen es eventuell zu
einer verstérkten Expression von VfCaMBP1 kommt. |deal erweise wiirde dies durch Versuche
mit Einzelpflanzen geschehen, die verschiedenen Reizen ausgesetzt werden und von denen
anschlief3end Uber quantitative RT-PCR die Menge an exprimiertem VfCaMBP1-Transkript
analysiert wird. Falls ein VfCaMBP1-homologes Transkript aus der Modell-Leguminose
Medicago truncatula (Barker et al., 1990) isoliert werden kann, kénnte die Analyse des
Expressionsevels des entsprechenden Transkripts auch im Zuge der angestrebten Microarray-
Analyse fur Mykorrhiza-spezifische bzw. Mykorrhiza-amplifiziert exprimierte Gene dieser
Leguminose erfolgen.
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F.6 Resiimee

Mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien wurden erstmals Gene der Ackerbohne, diein
der Rhizobien-Leguminosen und der AM-Symbiose spezifisch oder amplifiziert exprimiert
werden, auf Proteinebene charakterisiert. So konnte das friihe Nodulin VIENOD18 als neues
Mitglied der ,Mj0577 Superfamilie® und ATP-bindendes, cytoplasmatisches Protein in
infizierten Zellen der Stickstoff fixierenden Zone von Wurzelkndlichen identifiziert werden.
Auf Grund der Lokalisation in dieser Zone des Kndllchens kommt ihm ebenso wie den unter-
suchten modularen Nodulinen VNOD28/32 und dem Nodulin VINOD32 eine Aufgabe in der
Funktionsphase des Knollchens zu, in der die Bakteroide molekularen Stickstoff fixieren.
VINOD32 efillt vermutlich eine nicht-essentielle, moglicherweise enzymatische Funktion im
Cytoplasma infizierter und nicht infizierter Zellen, die aber bisher nicht identifiziert werden
konnte (Frosch et al., 2001). Fiir die modularen Noduline konnte eine Bindefshigkeit fiir Cat*-
lonen nachgewiesen werden und die L okalisationsstudien deuten auf den Peribakteroidraum als
Funktionsort dieser Noduline hin, wo sie zum Beispidl Einfluss auf den Ammoniumtransport
nehmen konnten. Im Fall der Genprodukte der Kndllchen/Mykorrhiza-spezifisch bzw.
Mykorrhiza-amplifizert exprimierten Gene VfLb29 und ViCaMBP1 konnten mit den jeweiligen
aufgereinigten  Antikorpern keine entsprechenden Antigene in Wurzelkndlichen und
mykorrhizierten Wurzeln der Ackerbohne detektiert werden. In beiden Félen ist eine
restriktive zeitliche und Ortliche Regulation auf Ebene der Genexpression oder der
Proteinsynthese denkbar.

ViCaMBP1 konnte as Camodulin-bindendes Protein identifiziert und seine Calmodulin-
bindende Doméne experimentell bestimmt werden. Eine potentielle Kernlokalisationssequenz
ermoglicht moglicherweise seinen Import in den Zellkern, wo es eine Funktion im Kontext
einer Ca®*-Camodulin vermittelten Signaltransduktion erfiillen konnte.

Fur zukinftige Experimente mit dem Ziel einer weitergehenden Funktionsaufkl&rung fur die
untersuchten Symbiose-relevanten Proteine wére es wiinschenswert, Uber eine Expression von
entsprechenden Sense- und Antisense-Konstrukten in transgenen Pflanzen den Effekt einer
verstérkten oder verringerten Expression in den jewelligen symbiontischen Geweben unter-
suchen zu konnen. Die Ackerbohne ist fir solche Versuche nicht geeignet, da fir sie kein
Transformationssystem existiert. Eine gute Ausweichméglichkeit bietet sich aber in Form der
Modell-Leguminose M. truncatula an. Neben anderen Vorteilen wie zum Beispiel einer kleinen
Genomgrofl3e, Autogamie, der Existenz grol3 angelegter EST-Sequenzierprojekte und einer
umfangreichen Sammlung von Mutanten (Cook et al., 1997) kann sie effizient transformiert
und regeneriert werden (Trieu et al., 2000; Trinh et al., 1998). Fir die modularen Noduline
VINOD28/32 konnte das korrespondierende M. truncatula Gen MtNOD25 bereits isoliert
werden und fir VFENOD18 existiert eine homologe M. truncatula EST-Sequenz. Diese Daten
und der hohe Verwandtschaftsgrad zwischen Vicia faba und M. truncatula lassen es mdglich
erscheinen, auch homologe Sequenzen fur VfLb29, VINOD32 und ViCaMBP1 mittels RT-
PCR oder genomischer PCR aus M. truncatula zu isolieren, um diese dann in funktionalen
Analysen in transgenen M. truncatula Pflanzen einsetzen zu kénnen.
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